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RINGKASAN 
Perkembangan bioteknologi dalam bidang industri menjadikan 
penggunaan enzim sebagai proses penting dalam pemecahan yang 
menghasilkan produk spesifik.Enzim dapat ditemukan pada berbagai 
sumber seperti tumbuhan, hewan hingga mikroorganisme. Enzim dari 
mikroorganisme lebih dipilih karena penggunaan yang mudah dan 
ekonomis serta memiliki aktivitas pada rentang suhu dan pH yang luas. 
Salah satu jenis enzim yang dimanfaatkan dalam bidang industri adalah 
enzim mananase. 
β-mananase adalah enzim utama yang berperan dalam 
penguraian kompleks manan melalui hidrolisis acak ikatan β-1,4-
manosidik pada rantai utama manan dan menghasilkan oligosakarida 
lurus/ bercabang dengan panjang yang beragam. Kompleks manan 
umumnya lebih mudah larut pada kondisi alkali serta pemanfaatan 
mananase dalam bidang industri mengutamakan enzim yang stabil 
terhadap suhu tinggi. Oleh karena itu, diperlukan eksplorasi 
mikroorganisme yang mampu menghasilkan mananase yang bersifat 
alkali dan termostabil. 
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat mikroorganisme 
pada tanah yang mampu menghasilkan mananase yang alkali dan 
termostabil serta mengetahui aktivitas dan karakteristik enzim mananase 
yang dihasilkan. Metode Penelitian ini adalah deskriptif kuantitatif. Tahap 
penelitian dimulai dari pengambilan sampel tanah. Isolasi mikroorganisme 
penghasil mananase. Produksi dan pemurnian sederhana enzim serta 
karakterisasi enzim mananase yang alkali dan termostabil. 
Pada penelitian ini sembilan isolat mananolitik yang berhasil 
diperoleh dari tanah dan dipilih isolat R311 dengan aktivitas hidrolisis 
tertinggi yaitu 3,287. Kemurnian mananase setelah dialisis meningkat 
hingga 6,06 kali dengan aktivitas spesifik 61,54 U/mg. Berat molekul 
enzim mananase R311 adalah 32,39 kDa. Enzim mananase R311 
optimal pada suhu 650C dan pH 8. Mananase R311 termasuk enzim yang 
alkali dan termostabil dengan rentang kestabilan  pH 5-8 dan pada suhu 
35-750C. 
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SUMMARY 
Enzymes are the known catalytic agents of metabolism that have 
become important tools in biotechnology industry. Enzymes can be 
produced from various sources like plants, animals and microorganisms. 
Microbial Enzymes are preferred for industrial application because of their 
easy and economical production and novel properties such as activity in 
wide range of temperature and pH. Among those enzymes, mannanase 
was important enzyme for industrial application usage. 
β-mannanase was main enzyme initiates depolymerization by 
randomly hydrolysis of β-1,4-mannosidic lingkages within the main chain 
of mannan releasing manno-oligosachharides of various length. While 
mannan is most soluble at alkaline solution and industrial enzymes 
application prefer high termostability. Thus mannanase with alkaline and 
high thermostability is more desired. 
This study was aimed at isolating mannanase producing 
microorganism and characterizing mannanase obtained from partial 
purification. Method in this study was descriptive. Steps of this study were 
collecting samples, sample enrichment, isolation of mannanase producing 
microorganism, production, partial purification, and characterization of 
enzyme properties. 
Nine mannanolytic bacteria were found and the chosen isolate 
was R311 with mannanolytic index of 3,287. The purity enzyme from 
partial purification was 6,06 fold with specific activity 61,54 U/mg. 
Molecular size of mannanase analyzed by electrophoresis and zymogram 
was 32,39 kDa. The optimal temperatures and pH were 650C and pH 8 
respectively. It was stable at pH 5 to 8 and temperatures 35 up to 750C. 
This properties makes mannanase R311 is attractive for biotechnological 
application for industries 
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1.1 Latar Belakang 
 
Peranan bioteknologi dalam proses industri telah berkembang pesat 
sebagai akibat dari adanya kesadaran menjaga lingkungan serta penurunan 
biaya produksi. Salah satu proses bioteknologi yaitu pemecahan secara 
enzimatis mampu memenuhi kebutuhan dalam produksi skala tinggi dengan 
produk yang spesifik. Perkiraan nilai pasar perdagangan enzim dunia pada tahun 
2015 menurut BPPT mencapai 4,4 milyar USD sementara konsumsi enzim untuk 
industri dalam negeri dengan pertumbuhan 4-6% per tahun, maka diperkirakan 
mencapai 2500 ton pada tahun 2015 dengan nilai impor sebesar  Rp. 187,5 
Milyar (Anonim, 2015). Salah satu jenis enzim yang dimanfaatkan dalam bidang 
industri adalah enzim mananase. 
Enzim mananase merupakan enzim utama yang berperan dalam 
pemecahan manan. Manan adalah kelompok hemiselulosa dengan rantai utama 
yang tersusun atas manosa dengan atau tanpa substitusi glukosa dan galaktosa 
sebagai penyusun dinding sel tumbuhan dan termasuk polimer ke-2 terbanyak di 
alam (Ferreira dan Filho, 2004). Enzim mananse dapat diaplikasikan pada 
berbagai industri mulai industri pangan, pakan, farmasi, hingga non pangan 
sebagai pendukung dalam pembuatan kopi instan, meningkatkan kecernaan 
protein dalam pakan, drug carrier, produksi prebiotik mano-oligosakarida, 
berperan dalam industri pulp dan kertas, detergen, produksi biofuel, oil drilling 
hingga pada pengolahan limbah.  
Mananase dapat digunakan sebagai pre-bleaching agent pada proses 
pembuatan pulp dan kertas. Pada formulasi detergen, mananase dapat 
meningkatkan efektivitas pencucian seperti penghilangan noda dengan 
kandungan galaktomanan/ guar gum yang umumnya digunakan sebagai 
pengental dan penstabil dalam produk pangan (saus barbekyu, eskrim dan 
permen lunak), kosmetik, dan keperluan rumah tangga. Penggunaan mananase 
bersama dengan protease alkali dapat mengurangi pembentukan biofilm pada 
instalasi pengolahan air limbah. Mananase yang digunakan harus aktif pada 





Sumber enzim mananase terdapat di berbagai tumbuhan, hewan hingga 
mikroorganisme. Pada tumbuhan, enzim mananase berperan dalam proses 
pematangan buah dan germinasi biji (Carrington, 2002) serta pada saluran cerna 
hewan moluska seperti siput dan kerang laut (Xu, 2002). Ekstraksi enzim 
mananase dari tumbuhan dan hewan tidak dapat diproduksi untuk skala industri 
karena ekspresinya yang terbatas dengan kondisi pertumbuhan. Oleh karena itu, 
mananase lebih mudah diproduksi dari berbagai jenis mikroorganisme.  
Mikroorganisme memliki kemampuan menghasilkan enzim mananase 
pada rentang pH dan suhu yang sangat luas. Mananase dari jamur cenderung 
aktif pada pH yang rendah hingga netral sedangkan mananase dari bakteri dapat 
memiliki kestabilan pada kondisi alkali. Pemanfaaatan mananase dari 
mikroorganisme lebih mudah karena regenerasi yang cepat, ekonomis sehingga 
diperlukan eksplorasi mikroorganisme penghasil mananase yang bersifat alkali 
dan termostabil. 
 Mananase yang bersifat alkali dan termostabil dapat diisolasi dari 
mikroorganisme dalam tanah. Tanah merupakan sumber mikroorganisme yang 
tak terbatas serta media penyimpanan terbaik. Oleh karena itu, penelitian ini 
diharapkan mampu mengisolasi mikroorganisme penghasil enzim mananase 
yang bersifat alkali dan termostabil. 
 
1.2 Rumusan Masalah 
 
  Aplikasi industri membutuhkan enzim mananase yang mampu bekerja 
pada suhu dan pH yang tinggi. Permasalahan yang muncul adalah : 
1. Bagaimana metode untuk mendapat isolat mikroorganisme pada tanah 
yang mampu menghasilkan mananase yang bersifat alkali dan 
termostabil? 







1.3 Tujuan Penelitian 
 
  Berdasarkan rumusan masalah tersebut, tujuan dari penelitian ini adalah : 
1. Mendapatkan isolat mikroorganisme pada tanah yang mampu 
menghasilkan mananase yang bersifat alkali dan termostabil. 
2. Mengetahui aktivitas dan karakteristik enzim mananase yang dihasilkan 
oleh  mikroorganisme. 
 
1.4 Manfaat Penelitian 
 
 Penelitian ini dapat dijadikan referensi/ acuan bagi pihak peneliti ataupun 
industri untuk mengembangkan potensi enzim mananase yang bersifat alkali dan 




 Hipotesa dari penelitian ini adalah diduga terdapat mikroorganisme pada 
tanah yang mampu menghasilkan enzim mananase yang bersifat alkali dan 
termostabil. Enzim mananase yang dihasilkan berpotensi untuk diaplikasikan 











Manan dan heteromanan merupakan komponen hemiselulosa dalam 
dinding sel tumbuhan. Manan dan heteromanan dapat ditemukan secara luas 
dalam kayu keras/ Angiospermae, kayu lunak/ gymnospermae, dan biji kacang-
kacangan. Hemiselulosa merupakan polisakarida dengan rantai lurus atau 
bercabang yang umumnya tersusun atas heteroglikan. Manan dikenal sebagai 
faktor anti-nutrisi karena mampu meningkatkan viskositas akibat kemampuannya 
dalam mengikat air. Peningkatan viskositas dalam saluran karena keberadaan 
manan dalam pencernaan mampu menurunkan laju dan kecepatan absorbsi 












Gambar 2.1 (A) Struktur Utama Kompleks Manan. Galaktomanan dengan rantai utama 
beta-1,4-manosa dan rantai samping alfa-1,6-galaktosa. Glukomanan dengan rantai 
utama beta-1,4-manosa dan residu glukosa. (B) Penamaan letak pengikatan gula dalam 






Manan dapat dibagi menjadi empat tipe yaitu tidak tersubstitusi (1,4-D-
manan), glukomanan, galaktomanan dan glukogalaktomanan (Kote et al., 2009). 
Manan yang tidak tersubstitusi tersusun atas manosa, glukomanan (tersusun 
atas glukosa dan manosa), galaktomanan (tersusun atas galaktosa dan manosa) 
dan glukogalaktomanan (tersusun atas glukosa, galaktosa dan manosa). Sumber 
manan di alam begitu melimpah terutama  dari kopi, kopra, bungkil kelapa sawit 
maupun umbi jenis Amorphopalus (Thontowi, 2010). Hirolisis kompleks manan 
penting untuk bebrapa industri termasuk pangan, pakan maupun industri pulp 




Pemecahan selulosa dan hemiselulosa membutuhkan beberapa jenis 
enzim hidrolase dikarenakan adanya kompleksitas substrat dan ikatan antara 
selulosa dan hemiselulosa. Enzim mananase merupakan bagian penting dalam 
pemecahan hemiselulosa manan yang termasuk dalam glikosil hidrolase 
berdasarkan susunan asam amino, struktur dan mekanisme hidrolisis sesuai 
dengan sistem penamaan enzim.  Mananase adalah enzim dengan 
kemampuan memecah substrat manan yang berperan dalam mengkatalisis 
hidrolisis polimer (Hames dan Hooper, 2005). 
Mananase menghidrolisis ikatan β-1,4 antara manosa dan manosa dalam 
rantai polisakarida menghasilkan manooligosakarida linier dan bercabang 
dengan panjang yang bervariasi (De Vries, 2003). Pemecahan kompleks manan 
dibantu oleh beberapa jenis enzim yaitu endo-β-mananase (1,4-β-D-mannan 
mannanohydrolase, EC. 3.2.1.78) dan β-manosidase (β-D-mannanopyranoside 
hydrolase, EC 3.2.1.25). β-manosidase yang bekerja sebagai ekso-mananase 
mampu melakukan hidrolisis rantai manan dari ujung gugus non-pereduksi 
menghasilkan monomer manosa. Rantai samping dalam manan yang berupa 
glukosa dibebaskan oleh  α-galaktosidase (α-D-galactoside galactohydrolase, EC 
3.2.1.22), β-glukosidase (1-4-β-D-glucoside glucohydrolase, EC 3.2.1.21), dan 
asetil-manan-esterase (EC 3.1.1.6). 
Hidrolisis substrat yang dilakukan oleh β-mananase berlangsung melalui 
mekanisme yang terjadi melalui reaksi double displacement (Gambar 2.2). Pada 
mekanisme tersebut, hidrolisis ikatan glikosidik melalui katalisis asam/ basa yang 





Reaksi double displacement tahap pertama melibatkan penyerangan oleh 
nukleofil dari gugus karboksilat pada karbon anomerik yang berlangsung 
bersama dengan pelepasan aglikon menghasilkan  enzim-glikosidase 
intermediet. Tahap kedua yaitu ikatan kovalen intermediet diserang oleh 

















Gambar 2.2 Mekanisme umum glikosil hidrolase, nukleofil dan residu aktivitas katalisis 
asam/ basa (Withers, 2001) 
 
Hidrolisis β-mananase membutuhkan minimal rantai manan dengan 4 
gula residu. Permukaan subtrat untuk pelekatan dapat dibagi menjadi beberapa 
sub-unit. Sub-unit diberi nomor dari –n hingga +n dari ujing non-pereduksi hingga 
ujung pereduksi dari substrat manan. Ikatan glikosidik terputus pada sub-unit +1 
dan -1 (Chantron, 2012).  
Sebagian besar β-mananase mamapu menghidrolisis mano-oligosakarida 
hingga derajat polimerisasi 4. Aktivitas pada manotriosa telah diketahui nerada 
pada laju yang rendah menunjukkan bahwa dibutuhkan minimal 4 gula reduksi 
untuk berlangsungnya proses hidrolisis. Hasil hidrolisis β-mananase umumnya 





















Gambar 2.3 Mekanisme Hidrolisis oleh β-mananase dari Thermonospora fusca (Hilge et 
al. 1998) 
 
Mekanisme reaksi yang dikatalisis oleh β-mananase dari Thermonospora 
fusca berhasil dilaporkan oleh Hilge et al. (1998). β-mananase memiliki situs aktif 
asam glutamat nomor 128 (glu 128) dan 225 (glu 225) (Gambar 2.3). Pada 
enzim β-mananase, asam amino glutamat nomor 128 bertindak sebagai donor 
proton H+ pada oksigen glikosidik. Asam amino glutamat nomor 225 memiliki 
gugus COO- bekerja sama dengan –COOH pada glu 128 menyerang atom 
karbon anomerik dengan membelah ikatan manosil sehingga glu 128 kehilangan 
H+  dan bermuatan negatif. Selanjutnya atom C-1 diserang oleh glu 225 sehingga 
terjadi ikatan antara substrat dengan enzim. Ikatan tersebut kemudian diserang 







2.3 Sumber Enzim Mananase 
 
Kelimpahan substrat manan dalam struktur dinding sel tumbuhan 
terutama kayu lunak dari angiospermae dan berbagai alga, penyusun utama biji-
bijian  serta keberadaannya dalam buah dan umbi membutuhkan pemecahan 
menggunakan mananase. Enzim mananase dapat dihasilkan oleh sejumlah 
tanaman, moluska, jamur dan bakteri (Xu, 2002). 
Pada tumbuhan tingkat tinggi, enzim mananase secara umum berperan 
dalam proses pematangan buah (tomat, dan pisang) serta germinasi biji 
(Sesbania virgata, Oryza sativa, Arabidopsis, selada, dan wortel) (Lisboa, 2006; 
Zhuang, 2006). Enzim mananase dalam proses pematangan buah  bertindak 
sebagai transglikosilase yang merubah kembali susunan manan menjadi 
oligosakarida serta memutus ikatan Man-β-(1,4)-GlcNac atau N-glikan dalam 
glikoprotein penyusun tumbuhan (Carrington, 2002; Wang, 2009) 
Keberadaan enzim mananase dalam saluran cerna hewan ditemukan 
pada moluska seperti Mytilus edulis, Littorina brevicula, Pomacea insularis dan 
Helix lucorum (Xu, 2002). Enzim mananase dalam saluran cerna berbagai 
moluksa mampu memecah manan yang menysusun Alga merah sebagai nutrisi 
bagi hewan tersebut. Namun, saluran pencernaan moluska bukan merupakan 
sumber indigenus dari enzim mananase melainkan dari mikroorganisme tanah 
yang masuk dalam saluran pencernaan (Xu, 2002).    
Mikroorganisme merupakan sumber potensial dari mananase 
ekstaselular. Mikroorganisme tersebut dapat ditemui di tanah, pupuk kompos, 
dan perut hewan (Zakaria et al., 1998). Tanah merupakan media penyimpanan 
terbaik sekaligus sumber yang tidak terbatas bagi mikroorganisme baik jamur 
maupun bakteri. Sumardi (2005) menyatakan bahawa telah banyak  studi 
mengenai enzim β-mananase yang dihasilkan oleh bakteri maupun fungi yang 
memiliki kisaran aktivitas enzim pada suhu 30–900 C dengan pH antara 4 sampai 
7.1. Aktivitas mananase bervariasi antara 0,04 U/mg sampai 252,3 U/mg, dan 
berat molekul β-mananase antara 18 kDa sampai 116 kDa. 








Tabel 2.1 Mikroorganisme Penghasil Enzim Mananase  

































DEAE: 65 U/mg 








Enzim kasar : 5 
U/mg 
Amonium Sulfat 
80%, DEAE, Phenyl 
Sepharose, dan Hi-
Trap Phenyl 
Sepharose : 169 
U/mg 









Enzim kasar : 0,26 
U/mg 
Ammonium sulfat 
70%, Q Sepharose 
I dan II + 
Ultrafiltration : 33,33 
U/mg 









Enzim kasar : 0,306 
U/mL 
 













Sephadex G-50 : 
9,3 U/mg 




60 kDa Lee (2010) 
7 Bacillus subtilis 
WY 34 







Sepharose fast flow 
: 8,302 U/mg 



























Beberapa penelitian mengenai isolasi mikroorganisme penghasil enzim 
mananase juga telah dilakukan di Indonesia (Aurora, 2003; Sumardi, 2005; 
Sumardi, 2007; Thontowi, 2010 dan Utami, 2010).  Pada umumnya isolasi 
dilakukan menggunakan substrat biomassa manan dari hasil limbah kopra dan 
bungkil inti sawit (Aurora, 2003; Sumardi, 2005; dan Utami, 2010). Eksplorasi 
mikroorganisme penghasil mananase di Indonesia dapat dilihat pada tabel 2.2 
 
Tabel 2.2 Eksplorasi Mikroorganisme Penghasil Mananase di Indonesia 
Sumber Judul Aktivitas Enzim 
Aurora, 2003 Isolasi dan Karakterisasi Enzim Mananase 
Bacillus pumilus DY P2 




C pH 3 
Sumardi, 2005 Isolasi, Karakterisasi dan Produksi β-Mananase 
Ekstraseluler dari Geobacillus stearothermophilus 
L-07 
Aktivitas spesifik 3,1 
U/mg. Optimum pada 
70
o
C pH 7 
Sumardi, 2007 Isolasi dan Karakterisasi Mananase Ekstraseluler 
dari Fusarium oxysporum 
Aktivitas spesifik  
30 U/mg. Optimum 
pada 70
o
C pH 7 










Pemanfaatan Biodiversitas Mikroba Indonesia 
untuk Produksi Enzim Mananase 
Aktivitasi enzim 
5 U/ml. Optimum 
pada 55
o
C pH 7 
Utami, 2010 Pembuatan Prebiotik dari Bungkil Inti Sawit 
menggunakan Bakteri Mananolitik dan 
Pemanfaatannya untuk Menghambat 
Pertumbuhan E. coli dan Menghambat 
Pertumbuhan L. casei 
Aktivitas spesifik 
0,578 U/ml. Optimum 
pada 90
o
C pH 6,5 
Marlida et al., 
2013 
Isolation, Characterization and Production of 
Mannanase from Thermophilic Bacteria to 








Berdasarkan penelitian mengenai isolasi dan karakterisasi enzim 
mananase yang pernah dilakukan di Indonesia. Eksplorasi mikroorganisme 
penghasil mananase yang bersifat alkali dan termostabil untuk mendukung 
industri belum pernah dilakukan. Mananase yang bersifat alkali dan termostabil 
dapat manfaatkan pada industri non-pangan seperti pulp-bleaching, detergen 







2.4 Aplikasi Enzim Mananase yang bersifat Alkali dan Termostabil 
 
Sejak tahun 1990-an mananase telah menjadi enzim yang penting dalam 
industri bioteknologi. Keberadaan alami dan penggunaan dalam industri dari 
komponen β-manan telah memicu penggunaan mananase dalam industri 
maupun aplikasi dalam pengolahan pangan dan pakan ternak (Bedford and 
Gary, 2010). 
 Mananase mempunyai banyak aplikasi yang memungkinkan seperti 
bleaching pada pulp, penurunan viskositas dalam kopi instan, serta penjernihan 
jus buah dan wine. Alkali mananase dilaporkan mampu menghilangkan gum  dari 
kosmetik maupun pangan serta sebagai aditif yang efektif untuk detergen 
(Takeda et al., 2004). Selain dimanfaatkan dalam industri pangan, mananase 
juga dikembangkan pada industri minyak dan gas yang memerlukan hidrolisis 
enzimatis galaktomanan. Penggunaan enzim termostabil merupakan faktor 
penting karena dalam industri pangan dapat mendukung terciptanya kondisi 
aseptis dan dibutuhkan dalam pengolahan bahan dengan viskositas yang sangat 
tinggi (Duffaud et al., 1996). 
Komponen β-manan merupakan senyawa anti-nutrisi yang tidak 
diinginkan kebradaannya dalam pakan ternak. β-mananase dapat menguraikan 
komponen β-manan scara efektif dan dapat mempengaruhi bebrapa faktor dalam 
sekresi insulin, penyerapan glukosa dan metabolisme energi, perubahan 
viskositas dalam saluran pencernaan dan mengurangi penggunaan enregi yang 
berlebihan. Penggunaan β-mananase juga dapat meningkatkan kualitas dan 
pertumbuhan ternak dngan baik (Bedford and Gary, 2010). 
Hasil hidrolisis manan berupa mano-oligosakarida dapat dimanfaatkan 
sebagai bahan aditif dalam industri pengolahan pangan. Mano-oligosakarida 
dapat bertindak sebagai prebiotik yang mampu mendukung pertumbuhan 
Lactobacillus sp. dan Bifidobacterium serta menghambat pertumbuhan patogen 
dalam saluran pencernaan (Olaniyi dan Arotupin, 2013). 
Mananase dapat digunakan dalam produksi kopi instan. Polisakarida 
dalam kopi setara dengan setengah berat kering kopi ekstrak dan mengandung 
manan yang melimpah serta menybabkan ekstrak kopi menjadi sangat kental. 






Pada formulasi detergen, mananase dapat meningkatkan efektivitas 
pencucian seperti penghilangan noda dengan kandungan galaktomanan/ guar 
gum yang umumnya digunakan sebagai pengental dan penstabil dalam produk 
pangan (saus barbekyu, eskrim dan permen lunak), kosmetik, dan keperluan 
rumah tangga. Enzim yang digunakan harus bersifat alkali dan termostabil 
(Pongsawasdi dan Murakami, 2010). Mananase juga telah digunakan dalam 
industri pulp dan kertas untuk memudahkan proses ekstraksi lignin pada awal 
tahap bleaching. Proses tersbut menjadi alternatif yang lebih baik untuk pre-
treatment pulp dengan kondisi alkali dan lebih ramah lingkungan (Chauhan, 
2014).  
 
2.5 Tanah Gunung Kapur 
 
Tanah merupakan media yang baik sebagai tempat tumbuh dan 
berkembangnya aneka ragam mikroorganisme. Mesikpun pada tanah yang keras 
dan kering masih terdapat beragam mikroorganisme yang bersifat dorman yang 
mampu tumbuh saat terdapat air/ kelembapan. Tanah secara umum 
mengandung 109 sampai 1010 mikroorganisme per gram (berat kering) yang 











Gambar 2.4 Lingkungan Gunung Kapur (Dokumentasi pribadi, 2015) 
 
Tanah gunung kapur merupakan lingkungan yang memungkinkan 
tumbuhnya bakteri alkalofilik. Kapur aktif memiliki tingkat dengan pH antara 10-
12. Tanah disekitar gunung kapur memiliki pH 6-8 bergantung lokasi, 





sangat baik untuk pertumbuhan mikroorganisme dengan kemampuan produksi 
enzim yang aktif pada pH alkali (Halcomb dan Donna, 2009; Supriyadi, 2009).   
 
2.6 Isolasi Mikroorganisme 
 
 Isolasi adalah teknik untuk mendapatkan mikroorganisme yang diinginkan 
dari sekelompok mikroorganisme yang berada dalam habitat yang sama. Tujuan 
isolasi yaitu untuk mendapatkan isolat murni yang terdiri dari satu spesies saja. 
Sebelum tahap isolasi dilakukan tahap pengkayaan (enrichment) dengan 
penambahan substrat terlebih dahulu untuk menginduksi pertumbuhan 
mikroorganisme yang diinginkan. Hadioetomo (1993) menjelaskan bahwa 
terdapat tiga teknik isolasi mikroorganisme yang umum digunakan: 
1. Metode goresan (streak plate method) 
 Metode goresan adalah metode isolasi dengan cara menggoreskan satu 
ose mikroorganisme pada permukaan media agar dalam cawan petri steril. 
Setelah inkubasi dalam waktu tertentu, akan muncul koloni-koloni terpisah pada 
bekas goresan sehingga didapatkan kultur murni. Koloni terpisah atau kultur 
murni umumnya lebih mudah didapatkan jika dilakukan pembagian daerah untuk 
menggores menjadi beberapa kuadran. 
 
2. Metode sebaran (spread plate method) 
 Metode sebaran adalah metode isolasi dengan cara menyebarkan 
sampel cair yang mengandung mikroorganisme pada permukaan media agar 
dan dalam cawan petri steril menggunakan spreader atau hockey glass. Setelah 
inkubasi dalam waktu tertentu, akan tumbuh koloni-koloni terpisah pada 
permukaan media sehingga didapatkan kultur murni. 
 
3. Metode agar tuang (pour plate method) 
 Metode agar tuang adalah metode isolasi yang diawali dengan 
menginokulasikan sampel cair mengandung mikroorganisme dalam cawan petri 
steril. Cawan yang berisi sampel mikroorganisme kemudian dituang dengan 
media agar yang masih cair (hangat). Media agar cair yang dituang diusahakan 
memiliki temperatur kurang dari 450C agar mikroorganisme masih mampu hidup. 
Setelah inkubasi dalam waktu tertentu, akan tumbuh koloni-koloni yang terpisah 





 Mikroorganisme mananolitik adalah kelompok mikroorganisme yang 
mempunyai kemampuan hidrolisis manan karena menghasilkan enzim 
mananase. Isolasi mikroorganisme mananolitik dilakukan dengan inokulasi 
sampel pada media yang mengandung manan. Jenis mikroorganisme yang 
sudah umum menghasilkan mananase ialah jamur dan bakteri. Contoh beberapa 
mikroorganisme penghasil enzim mananase yang berhasil diisolasi dari tanah 
antara lain Paenibacillus illinoisensis ZY-08 (Lee, 2010), Bacillus pumilus DYP2 
(Aurora, 2003), Aspergillus niger (Asfamawi, 2013), Bacillus circulans NT-67 
(Phothichitto, 2006), dan Bacillus subtilis WY34 (Jiang et al., 2006). 
Mikroorganisme penghasil mananase yang berhasil diisolasi antara lain Bacillus 
sp. strain JAMB-750 (Takeda et al., 2004), Paenibacillus cookii (Yin, Tai dan 
Jiang, 2012), dan Trichosporonoides oedocephalis (Olaniyi, Igbe dan Ekundayo, 
2013). 
 
2.7 Purifikasi Parsial Enzim 
 
 Purifikasi protein/ enzim adalah langkah yang dilakukan untuk 
memisahkan ezim dari senyawa lain sehingga didapatkan enzim yang lebih 
murni. Proses pemurnian umumnya menggunakan kromatografi namun dapat 
dilakukan secara sederhana menggunakan pengendapan dan dialisis. 
Pengendapan protein merupakan pemisahan yang dilakukan dengan mengubah 
kelarutan protein sehingga komponen sel dan media dapat terpisah dan tidak 
mempengaruhi tahap pemurnian selanjutnya (Harris, 1989). 
 Kelarutan protein dapat dipengaruhi dengan berbagai metode yang 
memanfaatkan persipitasi ionik, suhu, pH, ion logam, polimer non-ionik, pelarut 
organik, heparin, dan interaksi ligan-antibodi. Pengendapan ionik memanfaatkan 
garam anorganik merupakan metode yang paling umum digunakan dan tidak 
menyebabkan denaturasi protein (Denison, 2002). 
 Amonium sulfat secara luas telah digunakan untuk purifikasi protein yang 
memanfaatkan proses salting out karena sifatnya yang larut air serta tidak 
mempengaruhi aktivitas enzim. Kelebihan amonium sulfat dalam pengendapan 
protein antara lain tidak menghasilkan panas yang berlebihan, pada tingkat 
kejenuhan tertentu dapat mengendapkan sebagian besar protein terlarut, mampu 





sehingga tidak mempengaruhi pengendapan protein saat sentrifugasi (Denison, 
2002).  
 Konsentrasi amonium sulfat yang ditambahkan untuk mengendapkan 
protein umumnya berbada tergantung jenis protein sehingga harus ditentukan 
secara emipiris. Penambahan amonium sulfat umumnya dilakukan pada suhu 2-
80C dengan penambahan dan pengadukan perlahan yang memungkinkan garam 
larut dengan sempurna. Konsentrasi amonium sulfat yang mencapai 50% atau 
lebih menyebabkan protein mengalami salting out sehingga dapat diendapkan 
setelah sentrifugasi (Scopes, 1987). 







Gambar 2.5 Dialisis dalam Kantong Selofan (Harris, 1989) 
 
Dialisis digunakan untuk menghilangkan garam yang berlebih dalam 
larutan enzim setelah proses pengendapan. Protein ditempatkan dalam 
membran semipermeabel yang direndam dalam larutan bufer. Molekul dengan 
ukuran yang kecil akan keluar melalui membran dialisis. Ukuran pori dari 
membran semipermeabel berdiameter antara 1-20 nm yang menunjukkan berat 
molekul terkecil yang dapat ditahan dalam membran (Sumardi, 2005). Proses 
dialisis dengan kantong selofan ditampilkan pada gambar 2.5. 
 Pengambilan 5 mL bufer rendaman dengan penambahan BaCl2 beberapa 
tetes digunakan untuk mengetahui selesainya proses dialisis. Pembentukan 
larutan putih menandakan bahwa proses dialisis belum selesai, namun jika 
setelah penetesan BaCl2 sudah tidak terdapat endapan putih maka proses 
dialisis dapat dihentikan. Larutan putih tersebut terbentuk karena adanya 
pembentukan BaSO4 yang mengindikasikan bahwa ion NH4 dan SO4 masih 
dilepaskan dari kantong selofan. Penggantian rendaman bufer secara berkala 
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2.8 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim 
 
Kestabilan molekul enzim dipengaruhi oleh kestabilan ikatan yang ada 
pada molekul enzim yakni ikatan hidrogen antara atom hidrogen, oksigen, 
nitrogen, dan sulfur  pada molekul asam amino penyusun, ikatan van der walls, 
interaksi hidrofobik, maupun gaya tarik listrik antar muatan yang berbeda. 
Kestabilan molekul enzim dengan sendirinya mempengaruhi pengikatan enzim 
dan substrat, baik secara langsung pada lokasi aktifnya maupun  secara  tidak  
langsung melalui perubahan konformasi  struktur tiga dimensi enzim tersebut 
(Suhartono, 1988). 
Kinetika enzim perlu diketahui untuk memahami mekanisme reaksi serta 
untuk memilih metode analisis enzim yang tepat. Aktivitas enzim atau kecepatan 
reaksi enzimatis sangat dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti konsentrasi 
enzim, konsentrasi substrat, suhu, pH hingga keberadaan inhibitor atau aktivator 
(Whitehurst, 2009).  
 
2.8.1 Konsentrasi Enzim 
 
Pengaruh penambahan konsentrasi enzim terhadap laju reaksi dapat 
dipelajari ketika substrat ada dalam jumlah yang cukup dengan kata lain reaksi 
harus tidak dipengaruhi jumlah substrat. Perubahan jumlah produk yang 
terbentuk dalam waktu tertentu akan bergantung pada tingkat enzim yang 
tersedia (Holum, 1968). Efek penambahan konsentrasi enzim dapat 









Gambar 2.6 Grafik Pengaruh Penambahan Konsentrasi Enzim tanpa 





Reaksi tersebut dikatakan orde nol karena laju reaksi tidak dipengaruhi 
oleh konsentrasi substrat  atau sama dengan konstanta k. Produk yang 
dihasilkan sebanding dengan lama waktu inkubasi. Penambahan substrat yang 
berlebih tidak mempengaruhi  kenaikan laju reaksi. Jumlah enzim yang 
ditambahkan dalam reaksi diukur berdasarkan aktivitasnya pada saat katalisis. 
Hubungan antara aktivitas dan konsentrasi sangat dipengaruhi oleh banyak 
faktor seperti suhu, pH dan sebagainya (Holum, 1968).  
Aktivitas enzim umumnya memiliki nilai terbaik ketika konsentrasi 
substrat substrat tidak terbatas. Namun pada pengujian enzim harus 
dikondisikan sedemikian rupa sehingga faktor yang mempengaruhi hanya 











Gambar 2.7 Pengaruh Penambahan Konsentrasi Enzim terhadap  
(A)  Aktivitas Enzim dan (B) Konsentrasi Produk (Holum, 1968) 
 
Aktivitas enzim pada grafik dari titik A menuju titik B menggambarkan 
reaksi orde nol yang menunjukkan kecepatan konstan (Gambar 2.7). 
Pemecahan substrat yang terus berlansung menyebabkan enzim mencapai 
batas ketahanannya sehingga konsentrasi substrat  terbatas dan laju reaksi 
berubah menjadi orde satu dari titik B ke titik C. Reaksi enzimatis sesuai 
dengan orde nol pada titik awal akibat konsentrasi substrat memiliki nilai 
tertinggi. Perubahan laju reaksi dari orde nol juga dapat disebabkan oleh 
adanya mekanisme penghambatan oleh produk. Reaksi orde nol dapat 








2.8.2 Konsentrasi Substrat 
 
Pada konsentrasi enzim tertentu, peningkatan konsentrasi substrat 
dapat mempercepat laju reaksi hingga mencapai titik maksimum tertentu. 
Selanjutnya, penambahan konsentrasi substrat tidak mampu meningkatkan laju 
reaksi. Hal tersebut membuktikan bahwa pada saat kecepatan maksimum 
reaksi tercapai, seluruh enzim akan membentuk kompleks dengan substrat 
(ES). Pada titik ini diperlihatkan dalam grafik sebagai Vmax menggunakan 
kecepatan dan persamaan sebagai berikut (Holum, 1968): 
 
 
Michaelis mengembangkan perhitungan matematis untuk menghitung 
aktivitas enzim sesuai kecepatan reaksi yang didapatkan dari data pengujian. 
Konstanta Michaelis (Km) didefinisikan sebagai konsentrasi substrat pada ½ 
kecepatan maksimum yang ditunjukkan pada gambar 2.8. Konstanta Michaelis 













Gambar 2.8 Pengaruh Konsentrasi Substrat terhadap Aktivitas Enzim (Holum, 
1968) 
 
Nilai Km dapat memberikan informasi mengenai enzim tertentu. Nilai 
Km yang kecil menunjukkan enzim hanya membutuhkan substrat dalam jumlah 
kecil sehingga kecepatan maksimum dapat dicapai pada konsentrasi substrat 





substrat yang tinggi untuk mencapai kecepatan maksimum. Substrat dengan 
nilai Km yang lebih rendah yang mampu dikatalisis oleh enzim umumnya 




Pada nilai pH yang lebih rendah atau lebih tinggi terhadap titik 
isoelektrik, enzim yang tersusun atas protein akan bermuatan positif atau 
negatif dan memungkinkan adanya interaksi dengan molekul air yang dapat 
mempengaruhi kelarutan enzim. Selain itu, rantai protein enzim yang 
bermuatan memiliki kecenderungan untuk saling menolak atau terdisosiasi 
maupun mengalami perubahan untaian. Pada nilai pH yang tidak jauh dari titik 
isoelektrik (pI), molekul protein menunjukkan interaksi yang kecil dengan air 
dan total muatan yang terbentuk terlalu kecil untuk mempengaruhi rantai 











Gambar 2.9 Pengaruh pH terhadap Aktivitas Enzim (Holum, 1968) 
 
Seluruh reaksi enzim dipengaruhi oleh pH medium tempat reaksi 
sehingga pada setiap percobaan dengan enzim diperlukan bufer untuk 
mengontrol pH reaksi. Umumnya enzim aktif pada pH netral akan tetapi kisaran 
keaktifan enzim dapat mencapai pH 5-9 atau pada konsentrasi ion hidrogen  
10-9-10-5 M. Percobaan yang mempergunakan enzim murni hasil isolasi, 
biasanya memakai bufer buatan seperti bufer fosfat, asetat, dan sebagainya. 





tempat asal enzim atau ekstrak kasar biasanya media larutan tersebut sudah 




Kenaikan suhu sampai dengan suhu optimum akan menaikkan 
kecepatan reaksi enzim. Hal tersebut menyebabkan bertambahnya energi 
kinetik yang mempercepat  gerak  vibrational, translational, dan rotational 
enzim dan substrat sehingga memperbesar peluang keduanya untuk 
bertumbukan dan bereaksi. Suhu yang lebih besar dari suhu optimum 
menyebabkan protein  enzim mengalami  perubahan konformasi. Substrat juga 
dapat mengalami perubahan konformasi sehingga sisi reaktifnya tidak dapat 
lagi atau mengalami hambatan dalam memasuki lokasi aktif enzim pada suhu 












Gambar 2.10 Pengaruh Suhu terhadap Aktivitas Enzim (Holum, 1968) 
 
Kelarutan protein globular akan meningkat hingga suhu 40-500C. Suhu 
diatas 500C cenderung merusak struktur tersier dan menyebabkan denaturasi 
serta penururan yang tajam terhadap kelarutan. Pada enzim, efek tersebut 
linier dengan perubahan aktivitas antara lain kecepatan reaksi meningkat 
seiring dengan adanya peningkatan suhu akibat gerakan antar molekul 
meningkat hingga terjadi denaturasi dan menyebabkan penurunan aktivitas 








Elektroforesis adalah proses pemisahan suatu molekul yang bermuatan 
dalam suatu campuran dibawah pengaruh medan listrik. Molekul terlarut dalam 
medan listrik akan bergerak atau mengalami migrasi dengan kecepatan yang 
ditentukan oleh muatan, bentuk dan ukuran. Elektroforesis umumnya digunakan 
sebagai metode analisis untuk pemisahan dalam ukuran molekular yang mudah 
dan cepat. Elektroforesis terutama digunakan untuk analisis dan pemurnian 
makromolekul seperti protein dan asam nukleat, namun dapat juga digunakan 
untuk molekul yang lebih sederhana seperti gula, asam amino, peptida, 
nukleotida dan ion sederhana (Smith, 1984). 
Elektroforesis untuk makromolekul umumnya dilakukan dalam lapisan 
tipis sampel dalam larutan yang dilewatkan pada maktriks dengan pori-pori 
tertentu. Pada pengaruh medan listrik, molekul yang berbeda akan bergerak 
dengan kecepatan yang berbeda pula sehingga dapat dilihat adanya perbedaan 
pita pada matriks di akhir proses pemisahan. Matriks diperlukan  karena medan 
listrik yang melewati larutan menciptakan panas yang menyebabkan difusi dan 
konveksi pada pita jika tidak terdapat medium untuk mentsabilkannya. Matriks 
yang digunakan dapat tersusun dari beberapa bahan seperti kertas, selulosa 
asetat atau gel yang terbuat dari poliakrilamid, agarosa atau pati (Madigan et al.,  
2012). 
 Elektroforesis gel poliakrilamid sodium dodesil sulfat (SDS-PAGE)  
merupakan salah satu metode umum yang digunakan untuk analisis campuran 
protein secara kualitatif. Elektroforesis dalam gel poliakrilamid dengan detergen 
anionik (SDS) dapat memisahkan protein berdasarkan ukuran. Protein akan 
dilarutkan dan tersisosiasi menjadi subunitnya dalam buffer yang mengandung 
SDS dan agen pereduksi. Agen pereduksi seperti merkaptoetanol digunakan 
untuk mengurangi ikatan disulfida dalam atau diantara subunit protein. Protein 
yang terikat dengan SDS akan bermuatan negatif sehingga dapat dipisahkan 
berdasarkan ukurannya (Willey, Linda dan Christopher, 2009).  
Larutan SDS ditambahkan pada gel untuk membuat bagian hidrofobik dari 
molekul protein terikat dengan SDS sehingga molekul terurai dari lipatannya dan 
muatan protein menjadi sama. Proses pemisahan protein hanya berdasarkan 





pereduksi yaitu beta-merkaptoetanol yang mampu memutus ikatan disulfida 
dalam protein sehingga sub unit protein terpisah dengan baik (Smith, 1984). 
Gel akrilamid terbentuk dari proses polimerisasi radikal yang dapat 
diinisiasi dengan peroksida. Umumnya menggunakan amonium persulfat sebagai 
inisiator dan N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED) sebagai katalis. 
Polimerisasi akrilamid menghasilkan panas. Proses polimerisasi yang terlalu 
cepat menghasilkan panas yang berlebihan dan dapat menyebabkan konsistensi 
strukur gel menjadi rusak. Hal tersebut dapat dicegah dengan penambahan 
inisiator dan katalis pada jumlah yang sesuai. Polimerisasi sempurna akrilamid 
umumnya membutuhkan 20-60 menit (Willey, Linda dan Christopher, 2009).   
Analisis kualitatif maupun kuantitatif gel elektroforesis dapat dilakukan 
setelah proses pewarnaan gel karena sebagian besar protein dan seluruh asam 
nukleat tidak dapat diamati secara langsung. Prosedur analisis yang umumnya 
digunakan adalah pewarnaan gel. Protein biasanya diwarnai dengan Coomassie 
Brilliant Blue (CBB) dalam larutan pewarna atau setelah fiksasi dengan larutan 
dengan perak nitrat. Pada pewarnaan dengan CBB batas konsentrasi protein 
yang dapat dideteksi sekitar 0,1-0,3 µg. Sedangkan pewarnaan dengan perak 
nitrat memiliki sensitivitas lebih ting hingga 100 kali dengan batas deteksi hingga 
konsentrasi 1 ng protein (Hames, 2005). 
SDS-PAGE merupakan metode yang dapat digunakan untuk menentukan 
ukuran protein yang belum diketahui karena laju migrasi protein dalam SDS 
berbanding terbalik dengan nilai log dari ukurannya. Protein sampel harus 
dipisahkan bersama dengan penanda (marker) dalam satu gel yang sama. Jarak 
relatif migrasi (Rf) ditetapkan dengan kelajuan protein dibagi dengan panjang gel 
pemisah. Nilai yang didapatkan dari marker digunakan sebagai kurva standar 




Zimogram termasuk dalam Native gel electrophoresis yang dilakukan 
untuk mempertahankan struktur alami, aktivitas enzim maupun interaksi dengan 
polipeptida yang lain. Perpindahan protein dapat dipengaruhi oleh berbagai 
faktor temasuk ukuran, bentuk, dan muatan alami protein. Resolusi elektoforesis 





ini sangat berguna ketika struktur alami atau aktivitas enzimatik protein harus 
ditentukan selama proses elektroforesis (Bilbech, 2009). 
Native PAGE non denaturan tidak menggunakan SDS maupun agen 
pereduksi dalam gel maupun buffer yang digunakan. Sampel yang digunakan 
juga tidak dipanaskan untuk dapat mempertahankan strukur alami protein. Selain 
itu, proses elektroforesis dijalankan pada suhu 40C untuk mencegah kerusakan/ 
denaturasi protein akibat terbentuknya panas dari pengaruh medan listrik 
(Chauhan, 2014). 
Zimogram juga dapat dijalankan dengan proses denaturasi/ zimogram 
denaturan dengan metode yang sama seperti SDS-PAGE. Penentapan aktivitas 
enzim menggunakan zimogram denaturan membutuhkan substrat yang 
disisipkan dalam gel akrilamid atau overlay dengan substrat setelah proses 
elektroforesis. Buffer renaturasi diperlukan untuk mengembalikan lipatan protein 
sehingga mampu menghidrolisis substrat pada kondisi yang tepat. Visualisasi 
hasil hidrolisis dilakukan dengan pewarnaan sehingga aktivitas enzim 
ditunjukkan oleh daerah bening yang menandakan substrat telah terdegradasi 
(Bilbech, 2009). 
 Modifikasi teknik zimogram untuk menetapkan aktivitas enzim mananase 
yaitu dengan menambahkan substrat manan (glukomanan) dalam gel pemisah 
yang kemudian mampu dihidrolisis oleh enzim mananase selama inkubasi. 
Setelah proses running, gel pemisah diinkubasi dalam suhu optimal enzim agar 
enzim bereaksi dengan substrat sehingga menghasilkan zona bening. Substrat 
manan yang ditambahkan dalam gel pemisah akan diwarnai dengan congo-red 
0,1%. Molekul yang mempunyai aktivitas mananase akan tampak berwarna 






III METODE PENELITIAN 
 
 
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 
   
 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Industri, Laboratorium 
Mikrobiologi Pangan serta Laboratorium Kimia dan Biokimia Pangan Jurusan 
Teknologi Hasil Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Brawijaya, 
Malang, Jawa Timur. Penelitian dilakukan mulai bulan Januari 2015 sampai 
bulan September 2015. 
 
3.2 Alat dan Bahan Penelitian 
3.2.1 Peralatan Penelitian 
   
 Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf (TOMY ES-
315), refrigerator (Toshiba Glacio), kompor listrik (Maspion S-300), inkubator 
(Binder), mini-inkubator (Barnstead 101), vortex (LW Scientific dan GSA MX-S), 
Laminar Air Flow (Magnehelic), sentrifuse dingin (Hettich zentrifugen 22R; 
Thermo Scientific SL 40 R; TOMY M350), shaker waterbath (Memmert; Julabo), 
Mikropipet 1000 µL (Gilson; Eppendorf), 200 µL, 20 µL (Eppendorf) dan 10 µL 
(Finnpipette), pH meter (Eutech Cyberscan), timbangan digital (Mettler Toledo; 
Ohaus),  Magnetic Stirrer (IKA-Big Squid; GSA), piranti elektroforesis (Bio-Rad, 
USA), spektofotometer (Thermo Scientific Genesys 20). 
  Perangkat gelas/ glassware (Iwaki Pyrex) dan alat non gelas berupa 
kuvet, blue tip, yellow tip, white tip, tube sentrifuge 15 ml, 50 ml, hockey glass, 
gelas objek, gelas penutup, alumunium foil, botol kaca 20 ml, ose, bunsen, bola 
hisap, pematik dan rak tabung reaksi. 
 
3.2.2 Bahan Penelitian 
  
 Sampel yang digunakan untuk mendapatkan isolat mikroorganisme 
mananolitik diambil dari empat jenis sampel tanah. Sampel pertama berupa 
tanah disekitar gunung kapur yang diperoleh dari daerah Rengel, Tuban, Jawa 
Timur. Sampel kedua berupa tanah yang diperoleh dari pemandian sumber air 





yang diperoleh dari daerah Situbondo, Jawa Timur. Sampel keempat yaitu tanah 
dari Blitar, Jawa Timur. Selain itu digunakan kapur aktif 1% sebagai sampel 
isolasi. Media isolasi berupa tepung glukomanan yang didapatkan dari Perhutani 
Kediri. 
 Bahan kimia yang digunakan antara lain akuades (Hydrobat), alkohol 
70%, KH2PO4 (Merck), MgSO4.7H2O (Merck), Na2HPO4 (Merck), NaH2PO4.2H2O 
(Merck), NaN3 (Merck), Na2CO3 (Merck), NaCl (Merck), Tris base (Vivantis), 
gliserol (Merck), garam Roschell (SIGMA-Aldrich), phenol (Sigma-Aldrich), Na-
metabisulfit (Merck), HCL 1 N, NaOH 1 N, congo-red (Sigma-Aldrich), 3, 5-
dinitrosalisilat (DNS) (Sigma-Aldrich), Akrilamid (Sigma-Aldrich), Bis-akrilamid 
(Sigma-Aldrich), Amonuim sulfat (Merck), β-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich), 
TEMED (Merck), glisin (Merck), membran dialisis (Serva), pewarna CBB/ 
Comassie Briliant Blue (Sigma-Aldrich), Prestained Protein Marker Broad Range 
(Nacalai, USA), buffer asetat pH 4 -5, buffer fosfat pH 6- 8, dan buffer Tris-HCl 
pH 9. Media yang digunakan meliputi, nutrient broth (NB), nutrient agar 
(NA)(Oxoid), pepton dan agar (Pronadisa). 
 
3.3 Metode Penelitian 
 
 Metode penelitian yang digunakan merupakan metode deskriptif. Hasil 
penelitian dijelaskan dalam bentuk pemaparan secara deskriptif berdasarkan 
tahap-tahap penelitian yang telah dilakukan. Hasil pengujian aktivitas dan 
karakterisasi enzim mananase dipaparkan secara kuantitatif. Penelitian yang 
dilakukan terbagi menjadi enam tahap antara lain: 
1. Pengambilan Sampel dari Tanah (Sigres, 2014) 
2. Pengkayaan Sampel (Modifikasi Aurora, 2003) 
3. Isolasi Mikroorganisme Alkali-Termofilik Penghasil Mananase 
(Modifikasi Aurora, 2003) 
4. Isolasi dan Karakterisasi Enzim Mananase (Modifikasi Sumardi, 2005) 
5. Purifikasi Parsial Enzim Mananase Kasar (Modifikasi Seftiono, 2008) 









3.4 Pelaksanaan Penelitian 
 
 Penelitian ini dimulai dari pengambilan sampel tanah. Sampel kemudian 
dibawa menuju laboratorium untuk dilakukan isolasi mikroorganisme hingga 
didapatkan isolat tunggal potensial. Isolat dengan aktivitas enzim tertinggi 
selanjutnya dikarakterisasi meliputi morfologi, mikroskopis, dan biokima. Enzim 
mananase yang dihasilkan setelah proses produksi enzim kemudian dimurnikan 
secara sederhana untuk meningkatkan aktivitas dan lama penyimpanannya. 
Enzim hasil purifikasi parsial diuji aktivitas dankarakterisasi serta dilakukan 
analisis untuk mengetahui berat molekul enzim yang dihasilkan.  
 
3.4.1 Pengambilan Sampel dari Tanah (Sigres, 2014) 
 
Teknik pengambilan sampel dilakukan sesuai prosedur berikut: 
- Masing-masing sampel diambil dari 3 titik berbeda untuk setiap lokasi.  
- Sampel diambil sebanyak 500 gram dari tiap tempat menggunakan 
plastik dan dimasukkan dalam wadah setril dan diberi label untuk dibawa 
ke laboratorium.  
- Parameter yang diukur pada saat pengambilan sampel adalah suhu dan 
pH.  
- Pengukuran suhu dilakukan dengan menusukkan termometer pada 
bagian tanah selama 3 menit.  
- Pengukuran pH dilakukan dengan melarutkan 3 gram tanah pada 
akuades pH 7 kemudian dicelupkan kertas indikator pH dan diamati 
perubahan warna pada indikator pH serta dicatat sesuai dengan 
perubahan yang terjadi. 
 
3.4.2 Pengkayaan Sampel (Modifikasi Aurora, 2003) 
 
Pengkayaan sampel dilakukan untuk menginduksi mikroorganisme agar 
dapat tumbuh selama proses isolasi. Media yang digunakan adalah media 
selektif cair yang telah diatur memiliki pH 8 (1% glukomanan, 0,1% pepton, 
0,12% KH2PO4 dan 0,024% MgSO4 . 7H2O) (Lee, 2010).  





- Sampel diambil 1 gram kemudian dilarutkan dalam 10 ml akuades steril 
dan dihomogenisasi menggunakan vortex.  
- Sebanyak 1 ml sampel kemudian diinokulasikan dalam 20 ml media 
selektif cair  
- Sampel diinkubasi pada shaker waterbath dengan kecepatan 120 rpm, 
suhu 65oC selama 72 jam.  
Tahapan pengkayaan dilakukan pada media selektif cair yang 
ditambahkan 1% glukomanan porang. Glukomanan digunakan sebagai sumber 
karbon dan menginduksi pertumbuhan mikroorganisme yang mampu 
menghasilkan mananase dengan perbandingan manosa:glukosa 1,6:1 (Sande et 
al.,, 2009). Penyesuaian pH media juga dilakukan untuk seleksi mikroorganisme 
alkalofilik sehingga media yang digunakan diatur pada pH 8. 
 
3.4.3 Isolasi Mikroorganisme Alkali-Termofilik Penghasil Mananase 
(Modifikasi Aurora, 2003) 
 
 Media yang digunakan untuk isolasi mikroorganisme alkali-termofilik 
adalah media agar selektif (1,3% agar, 1% tepung glukomanan porang, 0,1% 
pepton, 0,12% KH2PO4 dan 0,024% MgSO4.7H2O, dalam 100 ml akuades). 
Media tersebut disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 
1210C. 
Teknik isolasi mikroorganisme dilakukan secara bertahap hingga 
didapatkan isolat tunggal potensial. Prosedur isolasi mikroorganisme dijelaskan 
sebagai berikut: 
- Sampel hasil pengkayaan dilakukanpengenceran 1 ml sampel secara 
serial hingga 10-5 tiap sampel dan diambil 3 pengenceran terakhir.  
- Sampel pada 3 pengenceran terakhir ditumbuhkan pada media selektif 
dengan metode spread plate.  
- Sampel diinkubasi selama 48 jam pada suhu 550C untuk tahap seleksi 
awal mikroorganisme. 
- Isolat yang tumbuh dan menghasilkan zona bening pada cawan spread 
plate digoreskan sebanyak 1 ose (streak plate) serta ditusuk ke tiap 
cawan petri steril yang mengandung media agar selektif. 
- Zona bening yang terbentuk diamati dengan pewarnaan media 





- congo-red 0,1% diteteskan merata pada cawan dan diinkubasi selama 15 
menit. 
- Cawan dibilas dengan NaCl 0,1% dan diukur diameter koloni serta zona 
bening yang terbentuk. 
 Pengukuran zona bening merupakan salah satu metode awal untuk 
memastikan bahwa mikroorganisme yang diiolasi memiliki kemampuan hidrolisis 
substrat pada suatu media, dalam penelitian ini menggunakan glukomanan. 
Mikroorganisme dengan kemampuan hidrolisis glukomanan dalam media akan 
menghasilkan zona bening di sekitar koloni. Sebanyak 1 ose isolat 
mikroorganisme mananolitik diambil dengan menggunakan ose dan ditusuk pada 
media agar selektif. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 550C selama 48 jam dan 
diamati zona bening yang terbentuk. Aktivitas hidrolisis enzim atau aktivitas 
hidrolitik didapatkan dengan membandingkan antara diameter zona bening 
dengan diameter koloni. 
Isolat tunggal yang telah dimurnikan kemudian dibuat sistem pengkodean 
isolat untuk membedakan antara isolat satu dengan lainnya. Kode isolat terdiri 
dari Huruf dan dua atau lebih digit angka. Huruf pada awal isolat menunjukkan 
singkatan lokasi sampel. Digit angka pertama menunjukkan seri pengenceran 
sedangkan angka selanjutnya adalah nomor isolat yang memiliki zona bening. 
Sehingga isolat K23 berarti Isolat nomor 3 pada seri pengenceran 10-3 dari kapur 
aktif 1%. Keterangan kode isolat dapat diperlihatkan seperti berikut: 
R = Tanah Gunung Kapur Rengel, Tuban 
S = Tanah Kering Situbondo 
B = Tanah Gunung Kapur Blitar 
K = Kapur Aktif 1%  
Isolat bakteri penghasil enzim mananase dikarakterisasi morfologi dan 
taksonominya secara sederhana. Morfologi sel isolat bakteri penghasil enzim 
mananase diamati dengan mikroskop dengan perbesaran 1000 kali. Pewarnaan 










3.4.4 Isolasi dan Karakterisasi Enzim Mananase (Modifikasi Sumardi, 2005) 
 
Kurva pertumbuhan dibuat untuk mengetahui waktu produksi enzim 
mananase yang maksimal. Langkah untuk mendapatkan kurva pertumbuhan 
mikroorganisme dijelaskan sebagai berikut: 
- Pembuatan starter melalui inokulasi 2 ose isolat tunggal potensial ke 
dalam 25 ml media selektifdengan 1% tepung glukomanan dalam 
erlenmeyer.  
- Starter inokulum diinkubasi selama 24 jam pada suhu 550C pada shaker 
waterbath kecepatan 120 rpm.  
- Kultur starter selanjutnya diinokulasikan 4% dalam media selektif cair 100 
ml dalam erlemenyer dan diinkubasi pada shaker waterbath dengan suhu 
550C dan kecepatan 120 rpm. 
-  Pengambilan sampel isolat sebanyak 3 ml dan dilakukan setiap 1 jam 
dimulai dari jam ke 0 hingga jam ke 6, dan setiap 4 jam berikutnya 
sampai fase kematian.  
- Sampel diukur absorbansinya pada panjang gelombang 420 nm (panjang 
gelombang maksimal media selektif).  
- Sampel diambil sebanyak 1 ml untuk uji aktivitas enzim mananasedengan 
DNS (Miller, 1959) dan diukur absorbansinya menggunakan 
spektrofotometer dengan panjang gelombang 540 nm. 
- Sampel diambil sebanyak 1µL untuk menghitung konsentrasi sel dengan 
metode spread plate. 
Produksi dan isolasi enzim mananase dilakukan setelah mengetahui fase log 
akhir pertumbuhan dan waktu yang menunjukkan aktivitas enzim tertinggi. Kultur 
starter diinokulasikan sebanyak 4% pada media selektif cair pH 8 dan diinkubasi 
pada shaker waterbath suhu 550C hingga mencapai waktu akhir fase logaritmik. 
Ekstrak enzim kasar didapatkan dari hasil sentrifugasi pada suhu 40C selama 10 
menit dengan kecepatan 10000 rpm. Supernatan yang diperoleh kemudian 
dimurnikan untuk uji aktivitas enzim mananase. 
Uji aktivitas enzim mananase dilakukan dengan substrat berupa glukomanan 
porang (1% b/v). Aktivitas mananase diukur berdasarkan jumlah gula reduksi 
yang dihasilkan dari glukomanan porang akibat hidrolisis enzim. Total gula 





(Miller, 1959). Jumlah gula reduksi yang dihasilkan (mg/ml) ditentukan  dengan 
kurva standar manosa.  
Unit aktivitas enzim diartikan sebagai jumlah enzim yang dibutuhkan untuk 
melepaskan 1 µmol manosa pada kondisi standar (pH 8 dan suhu 650C). 
Aktivitas mananase ditampilkan dalam U/ml. Karakterisasi enzim yang dilakukan 
meliputi penentuan aktivitas enzim pada suhu dan pH optimum serta penentuan 
kestabilan enzim pada suhu dan pH optimum. Kadar protein diukur dengan 
metode Bardford (1976) dan dibandingkan dengan standar Bovine Serum 
Albumin (BSA) (Lampiran 3). 
 
3.4.5 Purifikasi Parsial Enzim Mananase Kasar (Modifikasi Seftiono, 2008) 
  
Pemekatan enzim dari supernatan hasil sentrifugasi dengan menggunakan 
garam amonium sulfat merupakan tahapan awal pemurnian. Fraksi 
pengendapan amonium sulfat yang memiliki aktivitas enzim mananase tertinggi 
didapatkan dengan mencampurkan masing–masing 25 ml ekstrak enzim kasar/ 
supernatan dengan amonium sulfat pada konsentrasi yang berbeda yaitu 40-
80%. Proses pencampuran dilakukan pada suhu dingin 00C selama satu jam 
menggunakan magnetic stirrer. Campuran disimpan semalaman pada suhu 40C, 
lalu disentrifuse pada kecepatan 10000 rpm pada suhu 40C selama 30 menit. 
Endapan yang dihasilkan kemudian dilarutkan dengan menggunakan buffer pH 8 
konsentrasi 0,05 M sebanyak satu kali volume. Supernatan dan larutan endapan 
diuji aktivitas mananasenya untuk setiap pengenceran dengan menggunakan 
metode DNS (Miller, 1959). 
 Konsentrasi pengendapan garam amonium sulfat yang memiliki aktivitas 
enzim mananase tertinggi kemudian diendapkan dalam jumlah banyak. Enzim 
mananase hasil pengendapan yang dihasilkan kemudian dilakukan dialisis dalam 
kantong selofan pada buffer fosfat pH 8 dengan konsentrasi 0,05 M. Penentuan 
berakhirnya proses dialisis dilakukan melalui penetesan dengan BaCl2 
konsentrasi 1 M. Sebanyak 5 ml dari bufer pencuci ditambahkan dengan 3 tetes 
BaCl2 konsentrasi 1 M. Jika terdapat endapan putih maka proses dialisis belum 








3.4.6 Elektroforesis dan Zimogram  (Modifikasi Sumardi, 2005) 
 
Pita protein yang terdapat dalam enzim hasil dialisis dipisahkan dengan 
metode SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphates-Polyacrilamide Gel 
Electrophoresis). SDS-PAGE dilakukan menggunakan piranti elektroforesis Bio-
Rad mini protean 5 dalam gel dengan ketebalan 0,75 mm. Gel yang digunakan 
untuk proses elektroforesis dibagi menjadi dua yaitu gel penahan dan gel 
pemisah. Konsentrasi akhir akrilamid untuk gel penahan adalah 4% sedangkan 
konsentrasi gel pemisah yang digunakan adalah 12,5% yang dipilih berdasarkan 
berat molekul enzim mananase dengan rentang 14-66 kDa. 
Sampel disiapkan dengan penambahan buffer dan pemanasan selama 5 
menit. Sejumlah kecil sampel dimasukkan kedalam sumuran  antara 15-25 µL 
dan marker protein sebanyak 3-5 µL. Piranti elekroforesis dijalankan pada 
tegangan 50 V selama 1-2 jam kemudian dilanjutkan pada 100 V selama 3-4 
jam. Gel diwarnai dengan pewarna Coomassie Brilliant Blue (CBB) selama 30 
menit pada shaker 30 rpm kemudian di hilangkan dengan larutan destaining 
untuk memperjelas pita protein yang terbentuk.  
Zimogram merupakan metode untuk mengetahui pita protein yang 
memiliki aktivitas mananase. Jenis zimogram yang digunakan adalah metode 
denaturan sehingga diperlukan proses aktivasi enzim setelah gel dijalankan 
dalam piranti elektroforesis. Sebanyak 0,05% substrat glukomanan ditambakan 
saat pembuatan gel sehingga substrat manan ikut terpolimerisasi di dalam gel 
dan dapat dihidrolisis enzim setelah proses renaturasi. 
Sampel buffer yang digunakan untuk zimografi tidak mengandung β-
merkaptoetanol karena diharapkan tidak merubah konformasi ikatan peptida 
dalam enzim. Running zimografi dilakukan selama 3-4 jam pada suhu 40C dan 
dilanjutkan proses renaturasi untuk mengaktifkan kembali protein enzim. Proses 
renaturasi dilakukan dengan perendaman gel pada buffer renaturan selama 40 
menit pada shaker 30 rpm. Gel kemudian dibilas dengan aquades dan diinkubasi 
dalam larutan 0,05% glukomanan dalam buffer fosfat pH 8 pada suhu 650C 
selama 1 jam.  Pewarnaan gel dilakukan dengan perendaman pada larutan 
congo-red 0,1% selama 20 menit kemudian dibilas dengan NaCl 0,1% untuk 
mengamati pita protein enzim yang ditunjukkan dengan adanya zona bening 






























Gambar 3.1 Skema Isolasi dan Karakterisasi Enzim Mananase yang bersifat Alkali dan 










Sampel Tanah 1 gr 
Pengkayaan dalam media glukomanan 1% 
Isolasi bakteri penghasil mananase yang bersifat alkali dan termostabil 
Isolat Tunggal Potensial 
Kurva Pertumbuhan 
Bakteri 
Produksi enzim mananase kasar 
Pemurnian sederhana enzim mananase 
Karakterisasi Enzim Mananase 
 
Analisa: 
 Suhu Optimum 
 pH Optimum 
 Kestabilan terhadap suhu 










IV HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
 
4.1 Isolasi Bakteri Penghasil Mananase yang bersifat Alkali dan Termostabil 
  
Penelitian ini dimulai dari pengambilan sampel tanah sebagai sumber 
mikroorganisme alkali dan termofilik. Pada tanah disekitar gunung kapur dan 
tanah kering diharapkan terdapat mikroorganisme alkali sedangkan tanah dari 
sumber air panas diharapkan terdapat mikroorganisme termofilik. Tanah 
merupakan sumber mikroorganisme yang tidak terbatas sekaligus media 
penyimpanan terbaik karena mikroba yang dorman akan tumbuh ketika ada 
kelembapan (Eichorst, 2007; Panagan, 2011). 
 Pada tahap isolasi awal dicobakan dua perlakuan berbeda terhadap 
sampel tanah yaitu dengan pemanasan dan tanpa pemanasan. Hal tersebut 
bertujuan untuk menyeleksi bakteri yang tidak menghasilkan endospora. Bakteri 
dengan kemampuan menghasilkan endospora umumnya lebih tahan terhadap 
lingkungan ekstrim seperti suhu yang tinggi. Bakteri-bakteri penghasil mananase 
yang telah diisolasi berasal dari genus Bacillus (Akino 1988; Aurora, 2003; Li, 
2006; Zhou, 2013; Cauhan, 2014) yang mampu menghasilkan endospora. 
 Hasil yang diperoleh adalah terdapat 3 isolat dari sampel tanpa 
pemanasan yaitu isolat R311, S413 dan S422. Sedangkan 6 isolat dari sampel 
dengan pemanasan. Namun, pemilihan isolat ditetapkan melalui aktivitas 
hidrolisis manan tertinggi. Aktivitas hidrolisis manan dapat diindikasikan dengan 
terbentuknya zona bening disekitar koloni yang tumbuh. Zona bening (Gambar 
4.1) yang dihasilkan pada cawan berisi glukomanan 1% menunjukkan bahwa 


















Kemampuan isolat tunggal dalam menghasilkan enzim mananase diamati 
dengan menusukkan isolat pada media selektif padat dalam cawan. Isolat yang 
mampu menghasilkan enzim mananase akan menunjukkan zona bening 
disekitar koloni. Penampakan zona bening pada cawan dapat dilihat dengan 
penambahan congo-red 0,1% Hasil pewarnaan zona bening menggunakan 











Gambar 4.2 Zona Bening Isolat Potensial penghasil Mananase setelah Pewarnaan 
congo-red 0,1% Keterangan kode isolat (a) R311 (b) S413 (c) S422 (d) S21 (e) 
S22 (f) B21 (g) B22 (h) K22 (i) K23 
 
Zona bening terbentuk karena substrat glukomanan yang telah 
terhidrolisis oleh enzim mananase. Penampakan zona bening dapat dipermudah 
dengan penambahan congo-red (Downie et al., 1994). Congo-red akan berikatan 
dengan polisakarida manan yang memiliki ikatan β-1,4-D-Manosidik dalam media 
agar sehingga media akan berwarna merah. Sedangkan monosakarida (tidak 
memiliki ikatan β-1,4-D-Manosidik) dan oligosakarida (memiliki sedikit ikatan β-
1,4-D-Manosidik) sebagai hasil hidrolisis akan berwarna bening setelah 
pencucian dengan NaCl 1% (Sumardi, 2007).  
 Sebanyak sembilan isolat tunggal didapatkan dari hasil isolasi pada 
penelitian ini. Isolat potensial yang didapatkan telah dikonfirmasi memiliki zona 
bening. Zona bening yang terbentuk diukur dan dibandingkan dengan diameter 
koloni untuk mendapatkan nilai aktivitas hidrolisis manan yang dimiliki oleh setiap 

















Tabel 4.1 Aktivitas hidrolisis Isolat Potensial Mananase 
 
Data pada tabel 4.1 menunjukkan aktivitas hidrolisis yang dihasilkan oleh 
isolat R311 sebesar 3,287. Isolat R311 menunjukkan zona bening terbesar 
dengan diameter koloni 0,7 cm dan zona bening sebesar 2,3 cm. Aktivitas 
hidrolisis isolat R311 memiliki nilai paling tinggi dibandingkan dengan 8 isolat lain 
yang didapatkan dari hasil isolasi pada penelitian ini. Oleh karena itu, isolat 
dengan kode R311 dipilih untuk produksi enzim mananase yang bersifat alkali 
dan termostabil. Aktivitas hidrolisis isolat R311 lebih rendah daripada isolat 
Bacillus pumilus DYP2 sebesar 16 (Aurora, 2003) dan isolat Streptacidiphillus 
luteoalbus sebesar 4 (Seftiono, 2008). Nilai aktivitas hidrolisis isolat mananase 
R311 yang lebih rendah belum tentu menghasilkan enzim dengan aktivitas yang 
rendah pula. Aktivitas enzim dari suatu mikroorganisme lebih bergantung 
terhadap keberadaan enzim di dalam atau di luar sel (Tsigios et al., 2000). 
Zona bening diukur untuk mendapatkan nilai Aktivitas hidrolisis yang 
merupakan perbandingan antara diameter zona bening dengan diameter koloni. 
Namun, penampakan zona bening yang besar belum tentu menunjukkan 
aktivitas enzim yang tinggi. Isolat dengan Aktivitas hidrolisis tinggi yang memiliki 
aktivitas enzim tinggi memungkinkan bahwa isolat tersebut menghasilkan enzim 
di bagian periplasma atau enzim intraseluler (Tsigios et al., 2000). Zona bening 
yang terbentuk menunjukkan aktivitas mananase yang bersifat eksoenzim/ 
ekstraseluler. Enzim ekstraseluler memiliki fungsi utama melakukan perubahan 
terhadap nutrien disekitar koloni sehingga memungkinkan nutrien tersebut masuk  













Gunung Kapur Tuban 0,7 2,3 3.287 
S413 Tanah Situbondo 0,65 1,5 2.3 
S422 Tanah Situbondo 0,5 1 2 
S21 Tanah Situbondo 0,5 1,5 3 
S22 Tanah Situbondo 0,6 1,6 2,67 
B21 Gunung Kapur Blitar 0,5 1,5 3 
B22 Gunung Kapur Blitar 0,8 1,7 2,125 
K22 Kapur Aktif 1% 0,7 1,5 2,14 





4.2 Produksi Enzim Mananase yang bersifat Alkali dan Termostabil 
 
Kurva pertumbuhan dibuat sebelum produksi untuk mengetahui fase 
logaritmik dari isolat dan saat produksi untuk mengetahui hubungan antara 
jumlah koloni dengan aktivitas yang dihasilkan. Hasil pengamatan kurva 
pertumbuhan isolat R311 (Lampiran 4) menunjukkan bahwa pada jam ke-0 
hingga jam ke-2 jumlah koloni/ total mikroba naik dari 3,40 x 102 CFU/ml menjadi 
6,10 x 104 CFU/ml. Namun, total mikroba kembali turun pada jam ke-3 menjadi 
1,23 x 104 CFU/ml. Pada jam ke-4 hingga jam ke-18 total mikroba meningkat 
menjadi 2,12 x 1010 CFU/ml dan menjadi nilai total mikroba tertinggi. Isolat 
mengalami penurunan total mikroba setelah jam ke-18, jumlah koloni turun 
hingga 7,24 x 106 CFU/ml pada jam ke-46. 
Hasil pengukuran aktivitas mananase selama kurva pertumbuhan pada 
isolat R311 (Gambar 4.3) menunjukkan bahwa aktivitas mananase pada waktu 
fermentasi 0-14 mengalami kenaikan, dari 0,148 U/ml menjadi 9,345 U/ml. 
Aktivitas mananase mulai mengalami penurunan setelah waktu inkubasi 
fermentasi 14 jam, yaitu menjadi 7,876 U/ml pada waktu inkubasi 46 jam.  
Fase lag/ adaptasi isolat R311 berada pada jam ke-0 hingga jam ke-4 
ditunjukkan oleh perubahan total mikroba yang belum signifikan. Sedangkan jam 
ke-4 hingga jam ke-18 merupakan fase logaritmik dari pertumbuhan isolat R311 
yang ditunjukkan dengan total mikroba tertinggi pada jam ke-18 sebesar 2,12 x 
1010 CFU/ml. Total mikroba setelah jam ke-18 hingga jam ke-46 menunjukkan 
bahwa pada jam tersebut isolat R311 berada pada fase stasioner.  
Aktivitas enzim mananase yang dihasilkan selama 0-14 jam fermentasi 
mengalami kenaikan dengan baik. Produksi enzim mananase pada jam tersebut 
tidak mengalami represi/ terhambat oleh keberadaan metabolit sekunder berupa 
mano-oligosakarida dan manosa. Pada jam ke-18 tingkat kekeruhan/ OD sel 
mencapai puncaknya namun, aktivitas enzim yang dihasilkan sudah mengalami 
penurunan. Jam ke-18 merupakan fase logaritmik akhir dari isolat R311 sehingga 
waktu produksi ditetapkan pada jam ke-14 berdasarkan aktivitas enzim tertinggi 









Pertumbuhan bakteri pada waktu awal umumnya dimulai dengan fase 
lag/ adaptasi dengan waktu tertentu sesuai kondisi inokulum yang ditambahkan. 
Fase lag isolat R311 dimulai pada jam ke-0 hingga ke-4. Inokulum yang 
ditambahkan pada media pertumbuhan berasal dari pre-kultur yang ditumbuhkan 
selama 24 jam. Pada waktu tersebut, inokulum yang ditambahkan telah 
mencapai fase stasioner sehingga membutuhkan fase lag setelah dipindahkan 
pada medium yang baru. Penambahan inokulum yang berada pada fase 
eksponensial ke dalam media dengan kondisi yang sama memungkinkan tidak 
adanya fase lag sehingga fase eksponensial dapat dicapai dalam waktu yang 
singkat (Madigan et al., 2012). 
Laju pertumbuhan eksponensial/ fase log bakteri sangat bergantung pada 
kondisi media. Fase log merupakan tahap dimana bakteri tumbuh pada kondisi 
terbaiknya. Mengingat bahwa ukuran sel yang kecil dapat meningkatkan 
kapasitas perubahan nutrien dan keuntungan metabolik tersebut sangat 
mempengaruhi pertumbuhan. Ketersediaan nutrien serta akumulasi hasil 
metabolisme dalam media dapat menghambat laju pertumbuhan dan 
menghentikan fase eksponensial sehingga bakteri mengalami fase stasioner.  
Pada fase stasioner tidak terjadi perubahan jumlah sel yang hidup dan 
mati menyebabkan laju pertumbuhan menjadi nol tetapi fungsi sel termasuk 
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setelah jam ke-18 dapat diakibatkan karena terbentuknya metabolit sekunder 
berupa manosa dan manooligosakarida. Keberadaan metabolit sekunder dalam 
media pertumbuhan dapat menghambat kerja enzim (Brock, 1989). 
Fermentasi enzim berdasarkan El-Mansi dan Bryae  (1999) dibagi 
menjadi dua jenis, yaitu fermentasi enzim yang berkaitan dengan kurva 
pertumbuhan bakteri (growth associated) dan fermentasi yang tidak berkaitan 
dengan kurva pertumbuhan bakteri. Isolat R311 termasuk dalam tipe fermentasi 
growth associated ditunjukkan oleh aktivitas enzim tertinggi yang berada pada 
jam ke-14 atau berada pada fase logaritmik bakteri. 
Penetapan waktu produksi enzim pada dilakukan pada jam ke-14 
berdasarkan aktivitas enzim yang dimiliki pada jam tersebut. Produksi enzim 
dimulai dengan pembuatan kultur starter, sebanyak 2 lup biakan mikroba 
diinokulasikan pada 25 ml media selektif dan diinkubasikan pada suhu 450C 
dalam shaker waterbath 120 rpm selama 24 jam. Setelah itu  4% starter mikroba 
diinokulasikan pada 200 ml media selektif dan diinkubasikan pada suhu 450C 
dalam shaker waterbath 120 rpm sampai jam ke-14.  
Enzim kasar didapatkan melalui sentrifugasi media produksi pada suhu 
40C selama 10 menit pada kecepatan 10000 rpm. Sentrifugasi dilakukan pada 
suhu rendah untuk menghindari denaturasi protein (Seftiono, 2008). Setelah 
proses sentrifugasi didapatkan dua fase yang berbeda. Fase pertama 
merupakan pelet yang terdiri dari sel mikroba dan substrat. Fase kedua 
merupakan supernatan. Supernatan yang diperoleh merupakan enzim mananase 
kasar yang digunakan untuk tahap selanjutnya yaitu purifikasi parsial. 
 
4.3 Purifikasi Parsial Enzim Mananase 
 
Purifikasi parsial dilakukan dengan mengendapkan enzim (supernatan) 
hasil sentrifugasi melalui penambahan ammonium sulfat pada fraksi yang 
berbeda dan dialisis sehingga didapatkan enzim dengan tingkat kemurnian yang 
lebih tinggi. Fraksi pengendapan menunjukkan persentase tingkat kejenuhan 
ammonium sulfat yang ditambahkan. Enzim kasar hasil produksi diendapkan 
pada beberapa fraksi yaitu 40, 50, 60, 70, dan 80%. Tujuannya yaitu untuk 






Gambar 4.4 Pengendapan Enzim dengan Amonium sulfat pada berbagai konsentrasi 
 
Pengendapan enzim dengan amonium sulfat konsentrasi 70% 
menunjukkan aktivitas tertinggi yaitu 14,70 U/ml (Gambar 4.4). Konsentrasi 
garam 40-60% menunjukkan peningkatan aktivitas enzim dari 9,02-14,33 U/ml. 
Sedangkan konsentrasi garam 80% mengakibatkan penurunan aktivitas hingga 
11 U/ml. Pada konsentrasi 70% protein enzim berada pada titik isoelektrik 
sehingga terjadi salting out akibat penambahan garam.   
Peningkatan konsentrasi garam yang sangat tinggi dapat menyebabkan 
pengendapan protein dalam larutan tanpa merusaknya jika dilakukan dengan 
tahap yang benar.  Protein yang terlarut dalam buffer terikat kuat dengan molekul 
air atau gugus ionik pada permukaan protein terikat kuat dengan molekul air. 
Penambahan garam seperti amonium sulfat secara berlebihan menyebabkan ion 
garam menarik molekul air dari protein karena ion garam memiliki densitas 
muatan yang lebih besar dibanding protein. Penambahan garam yang mengikat 
molekul air mendesak protein untuk berinteraksi dengan protein lainnya sehingga 
terjadi agregasi.  
Produksi enzim selanjutnya dilakukan pada fraksi pengendapan terbaik 
yaitu konsentrasi amonium sulfat 70% yang memiliki aktivitas enzim tertinggi. 
Menurut Sumardi (2005), Naganagouda (2009), dan Chantorn (2013) 
pengendapan garam amonium sulfat terbaik juga terjadi pada fraksi 70%. Enzim 
mananase yang telah terendapkan dengan garam amonium sulfat fraksi 70% 






























Hasil pengendapan amonium sulfat disentrifugasi pada suhu rendah 
untuk mendapatkan pelet protein. Pelet yang dihasilkan lalu diresuspensi dengan 
buffer. Enzim hasil pengendapan dengan garam memiliki konsentrasi protein 
yang lebih tinggi dibandingkan dengan enzim kasar/ supernatan. Residu garam 
yang masih terikat dengan protein dihilangkan melalui proses dialisis dalam 
buffer dengan konsentrasi garam yang rendah. 
Dialisis dilakukan dalam kantong selofan dengan Molecular Weight Cut 
Off (MWCO) 12-14 kDa. Berat molekul enzim mananase berkisar antara 18–165 
kDa sehingga senyawa pengotor dan garam dengan ukuran 12-14 kDa dapat 
keluar dari kantong selofan. Proses pengendapan enzim dan dialisis dilakukan 
pada suhu dingin (40C) agar enzim tetap stabil dan tidak terdenaturasi selama 
proses pemurnian. 
Aktivitas spesifik enzim dari hasil tahap purifikasi parsial enzim mananase 
dapat dilihat pada Tabel 4.2. Peningkatan aktivitas spesifik terjadi seiring dengan 
tahap pemurnian yang dilakukan.  Supernatan/ enzim kasar, pengendapan 
amonium sulfat 70%, dan dialisis memiliki aktivitas spesifik berturut-turut sebesar 
10,15; 27,31 dan 61,54 U/mg. Tingkat kemurnian enzim didapatkan dari 
perbandingan antara aktivitas spesifik masing-masing tahapan terhadap aktivitas 
spesifik enzim kasar. Tingkat kemurnian enzim setelah pengendapan dengan 
amonium sulfat fraksi 70% sebesar 2,69 kali. Pada tahap dialisis memberikan 
tingkat kemurnian sebesar 6,06 kali. 
 




















Supernatan 300 61,1 18333,33 6,02 10,15 100 1 
Amonium 
Sulfat 70% 
20 291,67 5833,33 10,68 27,31 31,81 2,69 
Dialisis 3 308,33 925 5,01 61,54 5,05 6,06 
 
Tingkat kemurnian enzim mengalami peningkatan pada setiap tahap 
pemurnian. Peningkatan kemurnian enzim berbanding lurus dengan 
meningkatnya aktivitas spesifik. Pada setiap tahap purifikasi parsial terjadi 
penurunan kadar protein dari enzim. Penurunan kadar protein disetiap tahap 
pemurnian menunjukkan bahwa protein lain yang terdapat pada supernatan 






4.4 Karakterisasi Enzim Mananase yang bersifat Alkali dan Termostabil 
 
Karakterisasi enzim yang dilakukan meliputi penentuan berat molekul 
enzim dengan metode SDS-PAGE dan zimogram. Enzim mananase yang 
dihasilkan juga di analisis kemampuannya pada beberapa pH dan suhu untuk 
mengetahui pH dan suhu optimum enzim bekerja. Kestabilan enzim terhadap 
berbagai pH dan suhu juga di analisis untuk mengetahui ketahanan enzim pada 
pH dan suhu yang berbeda-beda. 
 
4.4.1 Penentuan Masa Molekul Protein Enzim Mananase 
 
Elektroforesis merupakan cara pemisahan komponen dari suatu zat 
berdasarkan pergerakan partikel. Mananase dari isolat R311 yang didapatkan 
pada setiap tahap pemurnian dianalisis jumlah pita protein dan masa molekulnya 
dengan SDS-PAGE (Sodium dedocyl sulphates-polyacrylamide gel 
electrophoresis) dan zimogram denaturan sehingga diketahui jenis protein yang 
merupakan enzim mananase.  
Pada penelitian ini digunakan marker/ penanda berupa Prestained Protein 
Marker Broad Range (Nacalai, USA) yang terdiri dari 9 jenis protein berbeda 
antara lain miosin 200 kDa, β-galaktosidase 120 kDa, Bovine Serum Albumin 91 
kDa, Glutamat Dehidrogenase 62 kDa, Ovalbumin 46 kDa, Carbonic Anhydrase 
38 kDa, Mioglobin 26 kDa, Lisozim 20 kDa dan Aprotinin 9 kDa. Pewarnaan gel 
dilakukan dengan larutan commasie brilliant blue (CBB). CBB memiliki batas 
deteksi protein dari 100 ng sampai 1 mikrogram (Manz et al., 2004). Gambar 4.6 
menunjukkan pita-pita protein yang telah diwarnai dengan CBB terlihat cukup 
jelas karena konsentrasi protein meningkat setelah tahap dialisis. Pita protein 





















(a)                                                   (b) 
Gambar 4.5 Pita Protein Mananase R311 Hasil Dialisis (a) SDS-PAGE dan (b) 
Zimogram  
 
Pita protein yang terlihat pada hasil SDS-PAGE menunjukkan beberapa 
pita dengan ukuran antara lain 115,11 kDa, 101,39 kDa, 89,32 kDa, 73,85 kDa, 
65,05 kDa dan 32,39 kDa. Hasil SDS-PAGE dengan beberapa pita protein 
menunjukkan bahwa enzim hasil dialisis masih mengandung banyak protein lain 
yang tidak memiliki aktivitas enzim mananase. Pita protein enzim diketahui 
secara kualitatif melalui zimogram. Zimogram denaturan dijalankan dengan 
keberadaan SDS kemudian dilakukan renaturasi untuk mengaktifkan kembali 
enzim yang telah terpisah. Enzim yang sudah diaktifkan selanjutnya diinkubasi 
pada kondisi optimalnya sehingga aktivitas enzim dapat diketahui setelah 
pewarnaan dengan congo-red melalui zona bening yang terlihat pada gel 
akrilamid.  
Hasil zimogram menunjukkan zona bening sejajar dengan pita protein 
dengan ukuran 32,39 kDa. Berat molekul enzim mananase isolat R311 lebih 
besar dibandingkan dengan mananase dari Scopulariopsis candida strain 
LMK008 28 kDa (Mudau et al., 2008). Namun lebih kecil dibandingkan dengan 
mananase dari Paenibacillus sp. DZ3 sebesar 39 kDa (Chandra et al., 2011), 
mananase M-III dari Alkalofilik Bacillus sp. sebesar 42 kDa. (Akino, 1988), serta 




















Enzim mananase dengan masa molekul yang rendah umumnya termasuk 
dalam golongan glikoprotein atau protein yang mengandung karbohidrat. Bilbech 
et al. (2009) melakukan karakterisasi mananase dengan masa molekuk yang 
rendah yaitu 18 kDa dari Penicillium occitanis Pol6 dan termasuk dalam 
glikoprotein. Enzim mananase lain yang termasuk dalam glikoprotein didapatkan 
dari Bacillus subtilis WY34 dengan masa molekul 39,6 kDa (Jiang et al.,  2006) 
dan Vibrio sp. Strain MA-138 dengan masa molekul 49 kDa (Tamaru et al., 
1995). Enzim mananase dari isolat R311 yang memiliki masa molekul 32,39 kDa 
dimungkinkan termasuk dalam glikoprotein sesuai dengan glikoprotein 
mananase yang telah di karakterisasi yaitu antara 18-49 kDa. 
 
4.4.2 Pengaruh Suhu terhadap Enzim Mananse  
 
Pengaruh suhu dan pH terhadap aktivitas enzim mananase ditentukan 
dari ekstrak kasar enzim/ supernatan isolat R311. Suhu optimal enzim mananase 
dari isolat R311 dilihat dengan inkubasi enzim pada berbagai suhu 35, 45, 55, 
65, 75 dan 850C dalam buffer fosfat 0,05 M pH 8 menggunakan glukomanan 1% 
sebagai substrat. Suhu optimal mananase dari isolat R311 berada pada 650C 
yang ditunjukkan pada gambar 4.6. Aktivitas enzim pada suhu 35-550C 
mengalami peningkatan dari 5,67 U/ml hingga 8,02 U/mL dan mencapai 
puncaknya pada suhu 650C sebesar 9,135 U/ml. Pada suhu 75-850C aktivitas 
enzim mengalami penurunan dari 4,19 U/ml hingga 0,49 U/ml. Suhu 650C 
sebagai suhu optimal aktivitas enzim menunjukkan bahwa mananase dari isolat 
R311 termasuk dalam enzim termofilik yang aktif pada suhu tinggi antara 55-
950C (Horikoshi, 2011). 
 





























Peningkatan suhu terhadap reaksi enzimatis memiliki dua efek yang 
bertolak belakang yaitu meningkatkan kecepatan reaksi juga dapat 
menginaktivasi enzim tersbut. Titik optimum yang didapatkan bergantung pada 
lama waktu pengujian. Setiap enzim memiliki suhu optimum untuk mencapai 
aktivitas tertinggi. Peningkatan suhu yang terlalu tinggi diatas suhu optimum 
dapat merusak sktruktur enzim dan kehilangan aktivitasnya atau disebut 
denaturasi (Stauffer, 1989).  
Enzim mananase yang dihasilkan oleh isolat R311 mengalami penurunan 
aktivitas enzim pada suhu 75-850C. Suhu lebih tinggi diatas suhu optimal enzim 
menyebabkan perubahan konformasi tiga dimensi dari enzim yang 
mengakibatkan enzim terdenaturasi sehingga aktivitas enzim menurun (Sumardi 
2007). Pada suhu diatas suhu optimal enzim terjadi perubahan konformasi sisi 
aktif enzim. Hal tersebut menyebabkan substrat tidak dapat lagi atau kesulitan 
untuk memasuki sisi aktif enzim sehingga keduanya tidak dapat bereaksi 
(Suhartono, 1989). Grafik aktivitas enzim pada beberapa suhu ditampilkan pada 
gambar 4.6. 
Enzim mananase yang dihasilkan  isolat R311 memiliki suhu optimal yang 
sama dengan Bacillus nealsonii PN-11 (Cauhan et al., 2014) dan Bacillus subtilis 
WY 34 (Jiang et al., 2006). Suhu optimal mananase R311 lebih rendah 
dibandingkan dengan Cellulosimicrobium sp. strain HY-13 yang memiliki suhu 
optimal 500C (Kim et al., 2010) dan Klebsiella oxycota KUB-CW2-3 yang memiliki 
suhu optimal 400C (Chantorn et al. 2013). Isolat Fusarium oxysporum yang 
dilaporkan oleh Sumardi (2007) memiliki suhu optimal lebih tinggi yaitu pada 
700C begitu juga dengan Bacillus pumilus DYP 2 dengan suhu optimum 800C 
(Aurora, 2003). 
4.4.3 Pengaruh pH terhadap Enzim Mananase 
 
pH optimal enzim mananase dari isolat R311 ditentukan dengan inkubasi 
ekstrak kasar enzim/ supernatan pada pH 4, 5, 6, 7, 8 dan 9 selama 30 menit 
pada suhu 650C menggunakan substrat glukomanan.  Pada pH 4 hingga 7 
aktivitas enzim mananase meningkat dari 7,53 U/ml menjadi 9,01 U/ml. Enzim 
mananse dari isolat R311 memiliki pH optimal 8 dengan aktivitas sebesar 12,46 
U/ml (Gambar 4.7). Sedangkan pada pH 9 aktivitas enzim turun hingga 0,12 





dalam enzim basa. Lehninger (1982) membagi enzim berdasarkan pH 
optimalnya menjadi enzim asam, netral, dan basa. Aktivitas enzim pada pH 
optimal mengindikasikan bahwa reaksi penerimaan dan pemberian proton yang 
baik pada residu asam amino didalam sisi katalitik enzim.  
Pada pH optimal aktivitas enzim akan mencapai puncaknya. Hal tersebut 
terjadi karena adanya perubahan ionisasi gugus ionik enzim pada sisi aktif yang 
menyebabkan konformasi sisi aktif menjadi lebih efektif dalam berikatan dengan 
substrat dan mengubahnya menjadi produk. Perubahan aktivitas enzim akibat 
pengaruh pH dapat disebabkan oleh tiga faktor. Protonasi asam amino pada sisi 
aktif, perubahan muatan ionik substrat maupun sisi aktif enzim serta stabilisasi 
konformasi enzim akibat perubahan pH yang menyebabkan denaturasi 
(Stauffer,1989). Pada pH yang sangat rendah/ tinggi umumnya enzim mengalami 
denaturasi.  
 
Gambar 4.7 Aktivitas Enzim Mananase pada berbagai pH 
 
Enzim mananase dari isolat R311 mencapai aktivitas optimal pada pH 8. 
Nilai pH tersebut lebih rendah dibandingkan dengan isolat Bacillus circulans NT 
6.7 (Phothichitto, 2006), Bacillus subtilis WY34 (Jiang, 2006), dan Paenibacillus 
illinoisensis ZY-08 (Lee, 2010) yang memiliki aktivitas optimal pada pH 6. serta 
mananase dari Bacillus licheniformis yang optimal pada pH 7 (Zhang et al., 2000) 
Pada enzim alkali yang lain seperti Bacillus sp strain JAMB-750 memiliki pH 

































4.4.4 Uji Kestabilan Enzim Mananase terhadap Suhu 
 
Kestabilan enzim mananase dari isolat R311 ditentukan setelah inkubasi 
pada suhu 35, 45, 55, 65, 75 dan 850C selama 1 jam. Aktivitas enzim hasil 
inkubasi selama 1 jam dibandingkan dengan aktivitas enzim pada kondisi optimal 
untuk mendapatkan aktivitas relatif enzim pada berbagai suhu. Aktivitas residual 
merupakan nilai yang didapat dari hasil bagi antara aktivitas relatif kestabilan 
dngan aktivitas relatif optimum enzim dalam persen. Persentase aktivitas 
residual yang tinggi menunjukkan bahwa eznim memiliki kestabilan yang tinggi 
pada suhu pengujian. 
Isolat R311 memiliki enzim mananase yang stabil pada rentang suhu 35-
750C dengan aktivitas residual 56,75% sampai 82,43% sesuai dengan gambar 
4.8. Pada suhu optimal enzim/ suhu 650C aktivitas residual mencapai 100% 
Enzim menjadi tidak stabil pada suhu 850C sehingga aktivitas residualnya turun 
hingga 0. Rentang kestabilan suhu mananase dari siolat R311 cukup luas dan 
termasuk dalam enzim termostabil.  
 
 
Gambar 4.8 Kestabilan Enzim Mananase R311 terhadap berbagai Suhu 
 
Termostabilisasi protein dapat disebabkan oleh berbagai faktor yang 
berperan termasuk interaksi intramolekuler, densitas konformasi protein, 
penemuan residu hidrofobik di bagian dalam dan permukaan protein (Stauffer, 
1989). Beberapa hal yang mempengaruhi kestabilan suatu enzim yaitu ikatan 
hidrofobik, ikatan hidrogen, ikatan logam, jembatan disulfida, dan interaksi ion 






























asam amino penyusun protein membentuk konformasi tertentu yang tahan 
terhadap efek denaturasi (Seftiono, 2008). 
Enzim mananase yang telah dikarakterisasi umumnya telah memiliki 
kestabilan yang tinggi terhadap kenaikan suhu. Mananase dari isolate R311 
memiliki kestabilan yang hampir identik dengan  Bacillus subtilis WY34 yang 
stabil pada suhu 30-650C (Jiang, 2006). Pada penelitian lain oleh Lee (2010) 
kestabilan enzim yang dihasilkan oleh Paenibacillus illinoisensis ZY-08 berada 
pada rentang suhu 30-700C.  
 
4.4.5 Uji Kestabilan Enzim Mananase terhadap pH 
 
Kestabilan enzim pada pH yang berbeda dilakukan dengan 
menginkubasikan enzim kasar/ supernatan pada pH 4, 5, 6, 7, 8 dan 9 selama 1 
jam. Aktivitas enzim kemudian diukur dengan penambahan substrat dan bufer 
fosfat pH 8. Aktivitas enzim hasil inkubasi selama 1 jam dibandingkan dengan 
aktivitas enzim pada kondisi optimal (kontrol) sehingga didapatkan aktivitas 
residual (%) enzim pada berbagai pH.  
Kestabilan aktivitas enzim mananase dari isolat R311 berada pada pH 5–
8 dengan aktivitas residual 85,14-88,11%  (Lampiran 9). Pada pH 4 dan 9 terjadi 
penurunan aktivitas residual enzim menjadi 46,52% dan 0,99%. Pada pH 5 
sampai pH 8, aktivitas enzim mananase relatif stabil. Hal tersebut dapat diartikan 
bahwa pada rentang pH 5-8, ion-ion hidrogen tidak banyak mempengaruhi gugus 
fungsional enzim sehingga konformasi enzim tetap terjaga. Namun pada pH 
dibawah 5, jumlah ion hidrogen yang berlebih mengalami interaksi dengan gugus 
fungsional enzim dan akibatnya merusak konformasi enzim. pH diatas 8 terdapat 
sedikit ion hidrogen dan akibatnya sama seperti kelebihan hidrogen. 
Molekul enzim mempunyai tempat pengikatan proton. Pada struktur protein 
secara umum gugus karboksil dan amino membentuk ikatan peptida, sedangkan 
rantai samping/ gugus R yang menentukan sifat fisik dan kimia dalam rantai 
protein. Ion hidrogen dapat berikatan dengan rantai samping dan mempengaruhi 
ikatan ionik sehingga struktur tiga dimensi enzim berubah. Perubahan sturktur 
enzim tersebut pada akhirnya mempengaruhi interaksi antara enzim dengan 






Gambar 4.9 Kestabilan Enzim Mananase R311 pada berbagai pH 
 
Kestabilan pH mananase dari isolat R311 sama dengan Geobacillus 
stearothermophilus (Sumardi, 2007) dan Streptacidiphilus luteoalbus pada pH 
antara pH 4-8 (Seftiono, 2008). Rentang kestabilan pH mananase R311 lebih 
luas dibandingkan dengan Scopulariopsis candida strain LMK004 yang stabil 
pada pH 5-6,5 dan LMK008 pada pH 6-7 (Mudau, 2008) begitu pula terhadap 
Aspergillus niger gr yang memiliki kestabilan pada pH 3-7 (Naganagouda, 2009). 
Namun, Bacillus sp. strain JAMB-750 memiliki rentang kestabilan pH yang lebih 
alkali dibandingkan dengan mananase R311 yaitu pada pH 6,5-10 (Takeda et al., 
2004). Rentang kestabilan pH enzim mananase R311 sesuai untuk aplikasi 
industri yang dilakukan pada kondisi alkali seperti pulp dan kertas, detergen serta 


































Pada penelitian ini didapatkan sembilan bakteri penghasil mananase 
yang bersifat alkali dan termostabil dengan kode isolat R311, S413, S422, S21, 
S22, B21, B22, K22 dan K23 dari tanah gunung kapur Kabupaten Tuban dan 
Blitar Jawa Timur serta dari kapur aktif 1%. Isolat R311 dipilih untuk produksi 
enzim mananase dengan aktivitas hidrolisis tertinggi sebesar 3,287. Produksi 
enzim mananase dilakukan melalui fermentasi hingga 14 jam pada media cair 
yang ditambahkan dengan 1% glukomanan porang.. 
Enzim mananase hasil purifikasi parsial memengalami kenaikan tingkat 
kemurnian hingga 6,06 kali dengan aktivitas spesifik 61,54 U/mg. Karakteristik 
enzim mananase yang dihasilkan isolat R311 memiliki masa molekul 32,39 kDa, 





 Saran dari penelitian ini adalah: 
1. Diperlukan identifikasi isolat bakteri secara biokimiawi dan molekuler untuk 
mengetahui spesies yang diperoleh 
2. Diperlukan penyempurnaan kurva pertumbuhan bakteri hingga mencapai 
fase kematian 
3. Diperlukan proses pemurnian dengan tahapan lain seperti kromatografi 
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Lampiran 1. Komposisi Media Selektif, Bahan, Reagen, dan Pewarna 
1.1 Komposisi Media selektif (Lee, 2010) 
Agar 1.3%, tepung glukomanan porang 1%, KH2PO4 0,1%,  polipepton 
0,12%, dan MgSO4 0,024%. 
 
1.2 Tabel Komposisi Bahan 
No Bahan Komposisi 




Buffer Fosfat 0,1 M 
 
 
Bufer Fosfat 0,05 M 
 
 
1 M Natrium  Dibasis Fosfat 3,4 ml (0,5304 gram) 
1 M Natrium Monobasis Fosfat 46,6 ml (6,524 
gram) 
 
M1.VI = M2.V2 (dari stok bufer fosfat 1 M) 
V2 = 500 ml.  
Penambahan akuades sebanyak 450 ml 
M1.VI = M2.V2 (dari stok bufer fosfat 1 M) 
V2 = 1000 ml.  
Penambahan akuades sebanyak 500 ml 
2 Bufer Renaturasi Sodium azida (0,1 g) 
EDTA (0,0744 g ) 
Kasein (10 g) 
Air destilata (850 ml) 
Tris base (48,44 g) 
Larutkan pada suhu 650C 
3 Running Buffer 
pH 8,3 
Tris base (3 g) 
Glisin (14,4 g) 
SDS (1 g) 
Akuades (hingga 1 L) 
Tepatkan pada pH 8,3 
Simpan di refrigerator 
4 Running Sampel 
Buffer 
1 M Tris HCl pH 6,8 (0,6 ml) 
Gliserol 50% (5 ml) 
SDS 10% (2 ml) 
2-merkaptoetanol (0,5 ml) 
Bromophenol blue 1% (1 ml) 
Akuades (0,9 ml) 










29,2 gram akrilamid 
0,8 gram bis-akrilamid 
Akuades hingga 100 ml 









75 ml 2M Tris HCl pH 8,8 
21 ml akuades 
Simpan di refrigerator 





50 ml 1 M Tris HCl pH 6,8 
46 ml akuades 




0,5 gram Amonium persulfat dalam 5 ml akuades. 
Larutan harus dalam keadaan segar. 
 e. SDS 10% 1 gram SDS 
Larutkan pada suhu 600C 
 
1.3 Tabel Komposisi Reagen 
No Reagen Komposisi 
1 DNS 1% Dinitrosalycylic acid 10 g 
Natrium sulfit 0,5 g 
NaOH 10 g 
Na-K-tartarat 182 g 
Fenol  2 g 
Akuades 1 L hindari kontak dengan cahaya 
pada proses pembuatan (simpan di botol 
gelap) 
2 Bardford Comassive Brilliant Blue (CBB) 0,1 gr dalam 5 
ml etanol 95%  
Asam Phospor 10 ml ditambahkan aquades 
steril hingga 50 ml  







1.4 Tabel Komposisi Pewarna 
No Pewarna Komposisi 
1 Congo-red 0,1% Congo-red 0,1 g 
akuades 100 ml (disimpan pada suhu ruang) 
2 Destaining solution Metanol 14 ml 
Asam asetat glasial 14 ml 
Akuades hingga 200ml 
3 Staining solution Comassive Brilliant Blue R-250 0,125 gram 
Metanol 22,7 ml 
Asam asetat glasial 4,6 ml 







Lampiran 2. Prosedur Penyimpanan dan Peremajaan Mikroba 
2.1 Penyimpanan Isolat Mikroba 
 Sebanyak 1-2 ose isolat disuspensikan ke dalam 400 µL buffer fosfat 
 Divortex sampai homogen 
 Ditambahkan 600 µL gliserol 
 Divortex sampai homogen 
 Disimpan dalam refrigerator suhu 40C 
 
2.2 Peremajaan Isolat Mikroba 
 Diinokulasikan 1 ose isolat murni dalam media agar selektif ke dalam 
media miring secara aseptis 
 Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 450C 





Lampiran 3. Prosedur Analisa 
 
3.1 Prosedur Elektroforesis dan Zimogram (denaturan) 
Pembuatan gel pemisah (separating gel) 
 Dicampur akuades, Resolving buffer, akrilamid 30% dan SDS 10% 
 Dimasukkan ke dalam beaker glass dan diaduk 
 Ditambahkan secara bersamaan APS 10% dan TEMED  
 Diaduk hingga tercampur rata 
 Dituang pada cetakan gel dengan mikropipet hingga tinggi tertentu 
 Dituang akuades dengan mikropipet pada permukaan gel 
 Dibiarkan hingga 15-30 menit pada suhu ruang sampai gel mengeras 
(terpolimerisasi) 
 Dibuang akuades dengan penyerapan menggunakan tisu 
 Dihasilkan (separating gel) 
 
Persiapan sampel 
 Sampel enzim dilarutkan dalam bufer sampel dengan perbandingan 1:1 
 Dipanaskan pada suhu 1000C selama 5 menit 
 Sampel siap digunakan 
 
Pembuatan gel penahan (stacking gel) 
 Dicampur akuades, stacking gel buffer, akrilamid 30% dan SDS 10% 
 Dimasukkan ke dalam beaker glass dan diaduk 
 Ditambahkan secara bersamaan APS 10% dan TEMED  
 Diaduk hingga tercampur rata 
 Dituang diatas gel pemisah 
 Disisipkan gel sisir pada stacking gel dengan perlahan (jangan sampai 
ada gelembung) 
 Dibiarkan hingga 15-30 menit pada suhu ruang sampai gel mengeras 
(terpolimerisasi) 
 Diambil sisir secara perlahan dari gel 
 Dipindahkan gel secara perlahan ke dalam tank elektroforesis 
 Dimasukkan bufer tank ke dalam tank elektroforesis 
 Gel elektroforesis siap digunakan 
 
Pemisahan protein dengan elektroforesis 
 Dirangkai gel plate dalam piranti elektroforesis 
 Diisi dengan running buffer 
 Dambil 15-25 µLsampel protein 
 Dimasukkan ke dalam sumuran 
 Dipasang elektroda sesuai dengan warnanya 
 Dijalankan gel pada tegangan 50 V selama 60 menit dilanjutkan pada 
tegangan 100 V selama 2 jam hingga sampel mencapai bagian dasar 







 Dihentikan listrik 
 Dipindahkan gel dari tank 
 Dipindahkan gel plate dari gel kedua sisi 
 Dituangkan larutan pewarna pada gel dalam wadah 
 Ditutup dengan plastik dan diletakkan shaker 10 menit 
 Dimasukkan penghilang warna (destaining) 
 Dipindahkan larutan pewarna dari gel dan dibilas dengan akuades 
 Dituangkan larutan pembilas  
 Dimasukkan potongan kertas saring 
 Dibiarkan selama 10 menit di atas shaker 
 Diganti larutan pembilas dengan yang baru hingga terlihat pita protein 
pada gel 
 Diamati hasil 
 
Komposisi Gel Pemisah Elektroforesis ketebalan 0,75 mm untuk 2 gel 
 7,5% 10% 12,5% 15% 
ddH2O 4900 µL 4000 µL 3200 µL 2400 µL 
4x Resolving gel buffer 2500 µL 2500 µL 2500 µL 2500 µL 
SDS 10% 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 
Akrilamid 30% 2500 µL 3300 µL 4200 µL 5000 µL 
APS 10% 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 
TEMED 3,3 µL 3,3 µL 3,3 µL 3,3 µL 
Sumber: Amersham Biosciences (1999) 
 
Komposisi gel penahan Elektroforesis 
Komposisi 4% 
ddH2O 2030 µL 
4x Stacking gel buffer 830 µL 
SDS 10% 33 µL 
Akrilamid 30% 440 µL 
APS 10% 16,7 µL 
TEMED 1,7 µL 







 Sampel dan standar protein dengan BM (200, 120, 91, 38, 26, dan 19) 
masing-masing dicampur dengan  bufer sampel dalam tabung reaksi 
 Sampel dengan bufer dipanaskan sampai mendidih selama 1 menit 
 20µL campuran tersebut dimasukkan ke sumuran pada gel penahan 
 Dipasang gel di piranti elektroforesis 
 Bufer elektroforesis pH 8,3 dituangkan ke dalam piranti 
 Elektroforesis dijalankan pada tegangan 50 V selama 1-2 jam dilanjutkan 
pada tegangan 100 V selama 3-4 jam pada suhu 40C 
 Gel direndam dengan bufer renaturasi sebanyak 2x masin-masing 40 
menit dalam shaker 30 rpm 
 Gel dibilas dengan akuades mengalir 
 Gel dibilas dengan akuades 3x masing-masing selama 3 menit 
 Gel diinkubasi dalam glukomanan 0,05% dalam buffer fosfat 0,05 M pH 8 
suhu 400C selama 6 jam 
 Gel diwarnai dengan larutan 0,1% congo-red selama 20 menit suhu ruang 
 Gel dicuci dengan larutan NaCl 2 M 
 
Komposisi Gel pada Zimografi (denaturan) 
Komposisi 4% Gel Penahan (µL) 10% Gel Pemisah (µL) 
Akuades 2030 1600 
Substrat Glukomanan 1% - 1600 
1.5M buffer tris-HCl pH 8.8 - 2500 
0,5M buffer tris-HCl pH 6.8 830 - 
SDS 10% 33 50 
akrilamid 30% 440 4200 
Ammonium persulfat 10% 16,7 50 
TEMED 1,7 3,3 
Sumber : Modifikasi Amersham Biosciences (1999) 
 
3.2 Pengukuran Aktivitas Enzim Mananase (Modifikasi Utami, 2010) 
a. Sampel 
 Diambil 0,5 ml enzim 
 Ditambahkan glukomanan 1% dalam 0,5 ml buffer fosfat 0,05 M pH 8 
 Divortex sampai tercampur 
 Diinkubasi pada suhu 650C selama 30 menit 
 Ditambahkan 1 ml larutan DNS (Miller, 1959) 
 Dididihkan pada suhu 1000C selama 5 menit 
 Didinginkan cepat dengan air mengalir 
 Diukur absorbansi dengan spektrofotometer pada λ 540 nm 









 Ditambahkan glukomanan 1% dalam 0,5 ml buffer fosfat 0,05 M pH 8 dan 
1 ml DNS 
 Ditambahkan 0,5 ml enzim 
 Divortex sampai tercampur 
 Dididihkan pada suhu 1000C selama 5 menit 
 Didinginkan cepat dengan air mengalir 
 Diukur absorbansi dengan spektrofotometer λ 540 nm 
 Diperoleh data pengamatan 
 
c. Blanko 
 Ditambah glukomanan 1% dalam 0,5 ml bufer fosfat 0,05 M pH 8 
 Ditambahkan 1 ml DNS dan 0,5 ml akuades 
 Divortex sampai tercampur 
 Dididihkan pada suhu 1000C selama 5 menit 
 Didinginkan cepat dengan air mengalir 
 Diukur absorbansi dengan spektrofotometer λ 540 nm 
 Diperoleh data pengamatan 
 
3.3 Pembuatan Kurva Standar Manosa (Modifikasi Sumardi, 2005) 
 Ditimbang 0,5 gram manosa 
 Dilarutkan dalam 100 ml akuades steril hingga diperoleh larutan stok 
standar manosa dengan konsentrasi 5000 µg/ml 
 Dilakukan seri pengenceran hingga diperoleh larutan standar manosa 
1000 ppm, 1500 ppm; 2000 ppm; 2500 ppm; 3000 ppm; 3500 ppm;  
 1 ml larutan standar manosa hasil pengenceran ditambah 1 ml DNS 
 Diinkubasi pada water bath dengan suhu 1000C selama 5 menit 
 Diencerkan dengan penambahan akuades 8 ml 
 Didinginkan cepat dengan air mengalir 
 Diukur absorbansinya λ 540 nm 
 
3.4 Penentuan Aktivitas Enzim Mananase pada pH Optimum (Modifikasi 
Sumardi, 2005) 
 Diambil 0,5 ml enzim 
 Ditambahkan tepung glukomanan porang 1% dalam 0,5 ml buffer fosfat 
0,05 M pH 8 dengan variasi pH 4, 5, 6, 7, 8, dan 9 
 Divortex sampai tercampur 
 Diinkubasi pada suhu 650C selama 30 menit 
 Ditambahkan 1 ml larutan DNS (Miller, 1959) 
 Dididihkan pada suhu 1000C selama 5 menit 
 Didinginkan cepat dengan air mengalir 
 Diukur absorbansi pada panjang gelombang 540 nm 






3.5 Penentuan Aktivitas Enzim Mananase pada Suhu Optimum 
(Modifikasi Sumardi, 2005) 
 Diambil 0,5 ml enzim 
 Ditambahkan tepung glukomanan porang 1% dalam 0,5 ml buffer fosfat 
0,05M pH 8 pada variasi suhu 35, 45, 55, 65, 75 dan 850C 
 Divortex sampai tercampur 
 Diinkubasi pada pH optimum enzim selama 30 menit 
 Ditambahkan 1 ml larutan DNS (Miller, 1959) 
 Dididihkan pada suhu 1000C selama 5 menit 
 Didinginkan cepat dengan air mengalir 
 Diukur absorbansi pada panjang gelombang 540 nm 
 Diperoleh data hasil pengamatan 
 
3.6 Penentuan Kestabilan Enzim Mananase pada Suhu Optimum 
(Modifikasi Jiang et al., 2006) 
 Diambil 0,5 ml enzim 
 Diinkubasikan pada suhu 35, 45, 55, 65, 75, dan 850C selama 60 menit 
tanpa substrat 
 Diambil enzim dari masing-masing suhu kemudian ditambah dengan 
tepung glukomanan porang 1% dalam 0,5 ml buffer fosfat 0,05 M pH 8 
 Diinkubasikan pada suhu optimal enzim selama 30 menit 
 Ditambahkan 1 ml larutan DNS (Miller, 1959) 
 Dididihkan pada suhu 1000C selama 5 menit 
 Didinginkan cepat dengan air mengalir 
 Diukur absorbansi pada panjang gelombang 540 nm 
 Diperoleh data hasil pengamatan 
 
3.7 Penentuan Kestabilan Enzim Mananase pada pH Optimum 
(Modifikasi Jiang et al., 2006) 
 Diambil 0,5 ml enzim 
 Diinkubasikan pada pH optimal enzim selama 60 menit tanpa substrat 
pada pH 4, 5, 6, 7, 8, dan 9 pada suhu optimal 
 Ditambahkan dengan tepung glukomanan porang 1% dalam 0,5 ml buffer 
fosfat 0,05 M 
 Diinkubasikan pada suhu optimal enzim selama 30 menit 
 Ditambahkan 1 ml larutan DNS (Miller, 1959) 
 Dididihkan pada suhu 1000C selama 5 menit 
 Didinginkan cepat dengan air mengalir 
 Diukur absorbansi pada panjang gelombang 540 nm 






2.6 Pembuatan Kurva Standar BSA 
 Ditimbang 0,01 gram BSA  
 dilarutkan pada 10 ml aquades 10 ml sehingga didapatkan larutan stok 
BSA 1000 ppm 
 Dilakukan seri pengenceran hingga diproleh larutan standar BSA 
konsentrasi 0, 100, 200, 300, 400 dan 500 ppm 
 1 ml larutan standar BSA hasil pengenceran ditambahkan 4 ml Reagen 
Bardford 
 Dihomognisasi dengan vortex 
 Diinkubasi 15-20 menit pada kondisi gelap 
 Diukur absorbansinya pada panjang glombang 595 nm 
 
2.7 Penentuan Kadar Protein Metode Bardford 
 Sampel enzim diambil 0,5 ml ditambahkan aquades 0,5 ml 
 Ditambahkan Reagen Bardford 4 ml 
 Diinkubasi 15-20 menit pada kondisi gelap 


































0 0,022 3,40E+02 0,127 557 0,148148148 
1 0,045 1,61E+03 0,152 640,333333 0,456790123 
2 0,172 6,10E+04 0,172 707 0,703703704 
3 0,14 1,23E+04 0,327 1223,66667 2,617283951 
4 0,153 2,07E+05 0,637 2257 6,444444444 
5 0,37 3,80E+05 0,64 2267 6,481481481 
6 0,534 7,90E+06 0,687 2423,66667 7,061728395 
10 0,758 2,86E+08 0,762 2673,66667 7,987654321 
14 0,771 2,82E+08 0,872 3040,33333 9,345679012 
18 0,86 2,12E+10 0,74 2600,33333 7,716049383 
22 0,841 9,70E+08 0,774 2713,66667 8,135802469 
28 0,851 5,29E+08 0,736 2587 7,666666667 
34 0,839 2,49E+08 0,777 2723,66667 8,172839506 
40 0,835 7,57E+06 0,778 2727 8,185185185 







Lampiran 5. Kurva Standar Manosa dan Perhitungan Aktivitas Enzim 







1 0 0 
2 1000 0,314 
3 1500 0,438 
4 2000 0,565 





















5.2 Perhitungan dan Data Aktivitas Enzim Mananase 
Satu unit aktivitas enzim mananase didefinisikan sebagai banyaknya 
enzim mananase yang dapat menghasilkan 1 µmol manosa per menit 
pada kondisi optimal. Konsentrasi manosa didapatkan dari nilai 
absorbansi pada λ 540 nm kemudian dimasukkan dalam persamaan 
kurva standar manosa. Berikut merupakan cara perhitungan pengukuran 
aktivitas enzim:  
A = OD sampel – OD Blanko  
B = OD Kontrol – OD Blanko 
 Dicari kurva standar manosa, ditentukan dengan persamaan dari kurva 
regresi linier standar yang akan didapatkan persamaan y = ax + b 
Gula pereduksi sampel (µg/ml) = (A + b)/a = X Sampel 




y = 0.0003x + 0.0401 
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 Perhitungan aktivitas enzim dihitung dengan rumus : 
Aktivitas Enzim (U/ml) = 
(X Sampel – X Kontrol) (µmol/ml) x Fp x Volume Total (ml) 
BM (manosa) x waktu inkubasi (menit) x Volume Enzim (ml) 
 
X = Gula Reduksi     U = Unit 
Fp = Faktor pengenceran   abs = absorbansi 
Waktu Inkubasi = 30 menit   BM Manosa = 180 
Volume total 10 ml    volume enzim 0,5 ml 
 
 Aktivitas Spesifik Enzim (U/mg) = Aktivitas Enzim (U/ml) 
Protein Enzim (mg/ml) 
 Aktivitas Total Enzim (U) = Aktivitas Enzim (U/ml) x Volume Enzim (ml) 
 Total Protein Enzim (mg) = Volume Enzim (ml) x Kadar Protein (mg/ml) 
 Tingkat kemurnian =    Aktivitas Spesifik Pemurnian 
Aktivitas Spesifik Enzim Kasar 
 Hasil (yield) = Total Aktivitas Pemurnian x 100% 
Total Aktivitas Enzim Kasar 










1 Enzim Kasar 0,155 0,133 650,33 61,11 
2 Amm. Sulfat 70% 0,135 0,03 583,67 291,67 
3 Dialisis 0,116 0,005 520,33 308,33 
 







1 Enzim Kasar 6,02 10,15 1 
2 Amm. Sulfat 70% 10,68 27,30 2,69 
3 Dialisis 5,01 61,54 6,06 
 










1 Enzim Kasar 300 18333,33 3045,40 100 
2 Amm. Sulfat 70% 20 5833,33 546,19 31,18 







Lampiran 6. Kurva Standar BSA dan Perhitungan Kadar Protein 






( 595 nm) 
1 0 0 
2 100 0,005 
3 200 0,009 
4 300 0,015 
5 400 0,02 




6.2 Perhitungan Kadar Protein 
Metode Bardford merupakan metode yang paling sederhana dalam 
menentukan kadar protein dalam suatu larutan. Reagen bardford adalah 
reagen yang bersifat sensitif terhadap cahaya dan mampu mengikat 
protein dalam suatu larutan setelah inkubasi 15-20 menit. Konsentrasi 
protein didapatkan dari nilai absorbansi pada panjang gelombang 595 nm 
kemudian dimasukkan dalam persamaan regresi linear kurva standar 
BSA. Berikut langkah perhitungan kadar protein metode Bardford: 
x = OD sampel 595 nm 
dimasukkan dalam persamaan regresi linier standar BSA 
y = 0,00005x – 0,0004 
didapatkan total protein (mg) 
 
Sampel enzim yang diukur berbentuk larutan sehingga harus diketahui 
kadar protein terlarut dalam sampel. Kadar protein terlarut dihitung 
sebagai berikut: 
ppm = 0,001mg/ml/vol. enzim 
sehingga: 
Kadar protein (mg/ml) = total protein/ 1000 x 2  
y = 5E-05x - 0.0004 









































Lampiran 8. Kurva Standar Marker, Data Pita Protein SDS-PAGE dan 
Zimogram 
8.1 Tabel Kurva Standar Marker 
BM  
(kDa) 





200 0,3 0,04 2,30 
120 0,6 0,09 2,08 
90 0,85 0,13 1,95 
64 1,15 0,17 1,81 
48 1,8 0,27 1,68 
36 2,2 0,33 1,56 
28 2,75 0,41 1,45 
20 3,7 0,55 1,30 













0,6 0,089552 2,06 115,1073 
0,8 0,119403 2,01 101,3999 
1 0,149254 1,95 89,32472 
1,3 0,19403 1,87 73,85385 
1,5 0,223881 1,81 65,05901 
2,6 0,38806 1,51 32,39263 
 
  
y = -1.8447x + 2.2263 





















7.3 Pita Protein Enzim dengan Zimografi (denaturan) 
    
Panjang 
pita (cm) 
Rf Log BM BM (kDa) 
2,6 0,38806 1,51 32,39263 
    
Perhitungan:  
Jarak tracking (cm) diperoleh dari pengukuran jarak pita protein pada 
separating gel dengan menggunakan penggaris. 
Panjang separating gel adalah 6,7 cm 
Retention Factor (Rf): panjang pita protein sampel (cm)   Rf = x 
panjang separating gel (cm) 
Rf = x, 2,6 cm / 6,7 cm = 0,388 
 
log BM dicari dengan memasukkan nilai x kedalam persamaan: 
y = -1,8447x + 2, 2263   y = log BM 
y = (-1,8447 x  0,388) + 2, 2263 
y = 1,5105 
 
BM (kDa) dihitung dengan cara: 
BM = antilog y  
y = log BM = 1,5105 
BM = antilog 1,5105 






Lampiran 9. Data Karakteristik Enzim Mananase Isolat R311 









Aktivitas Enzim  
(U/ml) 
35 0,135 583,66667 5,679012346 
45 0,136 587 5,802469136 
55 0,154 647 8,024691358 
65 0,163 677 9,135802469 
75 0,123 543,66667 4,197530864 
85 0,093 443,66667 0,49382716 
 









35 0,153 643,66667 5,185185185 56,75675676 
45 0,131 570,33333 7,530864198 82,43243243 
55 0,15 633,66667 7,901234568 86,48648649 
65 0,164 680,33333 9,259259259 101,3513514 
75 0,15 633,66667 7,530864198 82,43243243 
85 0,089 430,33333 0 0 
 







4 0,098 460,33333 7,530864198 
5 0,1 467 7,777777778 
6 0,099 463,66667 7,654320988 
7 0,11 500,33333 9,012345679 
8 0,138 593,66667 12,4691358 
9 0,038 260,33333 0,12345679 
 









4 0,085 417 5,925925926 47,52475248 
5 0,123 543,66667 10,61728395 85,14851485 
6 0,117 523,66667 9,87654321 79,20792079 
7 0,121 537 10,37037037 83,16831683 
8 0,126 553,66667 10,98765432 88,11881188 
9 0,038 260,33333 0,12345679 0,99009901 
 
